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RESUMO  
Os crustáceos portunídeos, popularmente conhecidos como siris, são distribuídos 
globalmente e conhecidos por seu grande potencial econômico para a aquicultura. O cultivo 
de siri-mole desperta o interesse de investidores no Brasil e no mundo por gerar um produto 
de alto valor de mercado, bastante demandado e desejado pelos consumidores. Não 
raramente, porém, as infecções virais limitam a sobrevivência dos siris em cativeiro e, 
consequentemente, o sucesso dos cultivos em escala comercial. No Brasil, embora sejam 
registradas altas taxas de mortandade de siris em cultivo, nenhum estudo havia sido 
realizado até então para avaliar a presença de quaisquer vírus. O objetivo desse trabalho 
foi analisar a presença de vírus de RNA e os efeitos da infecção em Callinectes danae, uma 
espécie de siri-azul explorada pela indústria brasileira de produção de siri-mole, em 
condições de laboratório. Por meio de levantamento bibliográfico sistemático (utilizando a 
metodologia PRISMA - preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses) 
foi possível descrever os patógenos virais que afetam técnica e economicamente a 
aquicultura de crustáceos braquiúros, bem como os métodos de diagnóstico e controle das 
doenças causadas por vírus. Essa análise mostrou que os patógenos virais mais estudados 
em crustáceos braquiuros foram relacionados à família Reoviridae (36%), com destaque 
para o Callinectes sapidus Reo-like Vírus 1 (20%), uma das espécies associadas a 
episódios de elevada e rápida mortalidade de C. sapidus em sistemas de produção de siri-
mole nos EUA. Na etapa seguinte, um estudo foi projetado para investigar se o CsRV1 
contribui para a mortandade de C. danae em cativeiro no Brasil. Após 14 dias de 
experimento, todos os siris analisados (n=178) testaram negativo para CsRV1 após ensaios 
RT-qPCR. No entanto, a análise eletroforética do RNA extraído de alguns siris mostrou um 
padrão de 12 bandas de dsRNA, indicando uma infecção por um novo reovírus putativo, 
denominado CsRV2. A infecção por CsRV2 não foi associada a mortandade dos siris, mas 
causou alterações metabólicas e comportamentais significativas, como redução na 
concentração de glicogênio no hepatopâncreas e uma diminuição dos reflexos motores dos 
siris. Em seguida, a sequência do genoma de CsRV2 (20.909 nt) foi descrita e, com base 
no nível de identidade do gene RdRp com outros reovírus, foi constatado que CsRV2 
pertence ao gênero Cardoreovirus. Os dados do sequenciamento de nova geração também 
permitiram a descoberta de um genoma tripartido (11.430 nt), semelhante à bunyavírus, 
relacionado a família Cruliviridae, aqui nominado como C. danae Portunibunyavirus. 
Análises histopatológicas e de microscopia eletrônica também foram conduzidas e 
revelaram que ambos os vírus infectam os tecidos derivados da ectoderme e mesoderme, 
podendo ser capazes de causar alterações histopatológicas com potencial associação com 
a mortalidade dos animais infectados. O passo seguinte foi analisar a patogenicidade de 
CsRV2 em C. danae (n=25) mantidos em condições de laboratório. Após 14 dias de 
infecção experimental, foi registrada maior taxa de mortalidade nos siris coinfectados com 
CsRV2 e CdPBV1 (70%), em comparação com os siris infectados somente com CsRV2 
(9%). Nenhuma morte foi registrada no grupo controle negativo. Ainda, foi observado que 
a coinfecção por CsRV2 e CdPBV1 exacerba as alterações metabólicas (aumento do 
consumo de oxigênio), comportamentais (redução dos reflexos motores) e imunológicas 
(redução do número de granulócitos circulantes). Por fim, entendendo a importância da 
divulgação científica, os resultados gerados nesta tese foram compilados em texto de 
linguagem simples e de fácil compreensão que será utilizado para divulgação da tese e de 
seus resultados. Ficou evidenciado que a infecção por patógenos virais será possivelmente 
o principal desafio para o sucesso da indústria de siri-mole no Brasil, fazendo-se necessário
o desenvolvimento de medidas de controle e mitigação para que essa cadeia produtiva
possa se consolidar e crescer no Brasil.
Palavras-chave: Siri-mole; CsRV2; CdPBV1; Glicogênio; RAMP; ṀO2.
ABSTRACT 
Portunid crabs are globally distributed and known for their great economic potential for 
aquaculture. The soft-shell crab aquaculture awakens the interest of investors in Brazil and 
the world for generating a product with a high market value, which is highly demanded and 
desired by consumers. Not rarely, however, viral infections limit the crab's survival in 
captivity and, consequently, the aquaculture's success on a commercial scale. In Brazil, 
although high mortality rates of crabs in captivity are recorded, no study has been carried 
out to assess the presence of any viruses. The objective of this study was to analyze the 
presence of RNA viruses and the effects of the infection in Callinectes danae, a blue crab 
species explored by the Brazilian soft-shell crab production industry, under laboratory 
conditions. Through a systematic literature review (PRISMA methodology - preferred 
reporting items for systematic reviews and meta-analyses) it was possible to describe the 
viral pathogens that technically and economically affect the aquaculture of brachyuran 
crustaceans, as well as the methods of diagnosis and control of diseases caused by the 
virus. This analysis showed that the most studied viral pathogens in crabs were related to 
the Reoviridae family (36%), with emphasis on Callinectes sapidus Reo-like Virus 1 (20%), 
as it is one of the species associated with high and rapid episodes of mortality of C. sapidus 
in soft-shell crab production systems in the USA. In the next step, a study was designed to 
investigate whether CsRV1 contributes to the mortality of C. danae in captivity in Brazil. After 
14 days of the experiment, all crabs analyzed (n=178) tested negative for CsRV1 through 
RT-qPCR assays. However, electrophoretic analysis of RNA extracted from some crabs 
showed a pattern of 12 dsRNA bands that indicated infection by putative new reovirus called 
CsRV2. CsRV2 infection was not associated with crab mortality, but it caused significant 
metabolic and behavioral changes, such as a reduction in the concentration of 
hepatopancreas glycogen and a decrease in crab motor reflexes. Then, the CsRV2 genome 
sequence (20,909 nt) was described and, based on the level of identity of the RdRp gene 
with other reoviruses, it was found that CsRV2 belongs to the genus Cardoreovirus. The 
next-generation sequencing data also allowed for the discovery of a tripartite bunyavirus-
like genome (11,430 nt), related to the Cruliviridae family, here called C. danae 
Portunibunyavirus 1. Histopathological and electron microscopy analyzes were also 
conducted and revealed that both the viruses infect tissues derived from the ectoderm and 
mesoderm, and may be capable of causing histopathological changes with a potential 
association with the mortality of infected crabs. Then, was analyzed the CsRV2 
pathogenicity in C. danae (n=25) kept under laboratory conditions. After 14 days of 
experimental infection, a higher mortality rate was recorded in crabs co-infected with CsRV2 
and CdPBV1 (70%) compared to crabs infected only with CsRV2 (9%). No deaths were 
recorded in the negative control group. Furthermore, it was observed that the co-infection 
by CsRV2 and CdPBV1 exacerbates metabolic (increased oxygen consumption), behavioral 
(reduction in motor reflexes), and immunological (reduction in the number of circulating 
granulocytes) alterations. Finally, understanding the importance of scientific dissemination, 
the results generated in this thesis were compiled in a journal with simple and easy-to-
understand language. The results of this thesis show that infection by viral pathogens is also 
the main challenge for the success of the soft-shell crab industry in Brazil, making it 
necessary to develop control and mitigation measures for this production chain to develop 
on a large scale in Brazil. 
Keywords: Soft-shell crabs; CsRV2; CdPBV1; Glycogen; RAMP; ṀO2.
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O presente trabalho está inserido em uma linha de pesquisa do Grupo Integrado de 
Aquicultura e Estudos Ambientais, GIA, que visa a geração de dados e informações 
voltados ao desenvolvimento de tecnologias para a produção de siri-mole em larga escala 
no Brasil. O estudo foi motivado principalmente pelo potencial da produção do siri-mole 
destinado à alimentação, mas principalmente como uma atividade econômica que poderá 
beneficiar diretamente a população de pescadores do litoral paranaense.  
O termo siri-mole se refere ao siri recém-mudado e ainda coberto por um tegumento 
flexível e macio, uma característica que permite que seja consumido praticamente inteiro, 
sendo considerada uma iguaria gastronômica de alto valor econômico. A produção de siri-
mole desperta o interesse de investidores brasileiros e internacionais justamente por gerar 
um produto de alto valor de mercado, bastante demandado e apreciado pelos consumidores 
em todo o mundo (HUNGRIA; TAVARES; PEREIRA; SILVA et al., 2017). 
Por essas razões, a produção de siri-mole tornou-se, ao longo do tempo, uma 
atividade multimilionária,  praticada principalmente nos Estados Unidos e em vários países 
asiáticos, caracterizando-se como uma das formas mais lucrativas de agregar valor à pesca 
do siri, além de ser uma importante fonte de emprego e renda em diversos países 
(TAVARES; SILVA; PEREIRA; OSTRENSKY, 2018). No entanto, apesar de ser uma 
atividade altamente lucrativa, existem alguns gargalos na produção que precisam ser 
superados. O principal deles é a alta taxa de mortalidade - que pode afetar até 50% dos 
animais mantidos em cultivo –,  que resulta em perda de tempo e esforço para os 
pescadores e produtores e, principalmente, perda de recursos pesqueiros (SPITZNAGEL; 
SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019).  
Várias são as causas já relatadas de mortandade de siris durante o processo 
produtivo de siris-moles, incluindo a baixa qualidade da água nos sistemas de produção 




causado pela coleta e transporte dos animais (CHAVES; EGGLESTON, 2003);  e o estresse 
fisiológico associado ao processo de muda (DEFUR; NUSBAUMER; LEWIS, 1988). Mas, 
nos últimos anos, os episódios de elevada e rápida mortalidade de siris em cativeiro têm 
sido atribuídos à infecção por organismos patogênicos, especialmente vírus (BOWERS; 
MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; ROGERS; TAYLOR; HAWKE; ANDERSON 
LIVELY, 2015; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019).  
No Brasil, são raras as informações sobre patógenos virais em siris. Os únicos vírus 
já registrados em siris são o Callinectes sapidus Reo-like Vírus 1 (CsRV1) e, mais 
recentemente, o Callinectes sapidus Reo-like Vírus 2 (CsRV2), ambos vírus de RNA 
pertencentes à família Reoviridae e que foram detectados em C. sapidus coletados no Rio 
Grande do Sul (FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016; ZHAO; FLOWERS; 
SCHOTT, 2021). Embora o CsRV1 seja um reovírus bem conhecido pelos pesquisadores 
e aquicultores norte-americanos, pois tem sido associado a episódios agudos de 
mortandade de siris nos Estados Unidos (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 
2010; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019; ZHAO; TAVARES; SCHOTT, 
2021), nenhum estudo havia sido realizado até aqui para avaliar a presença de quaisquer 
vírus ou seus potenciais efeitos na sobrevivência de siris mantidos em cativeiro no Brasil.  
Neste contexto, ao longo dos seis anos de pesquisas desenvolvidas pelo Grupo 
Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA), ficou evidente que, para que a 
indústria de produção de siri-mole atinja uma escala comercial significativa no Paraná ou 
mesmo no Brasil, será necessário primeiramente compreender adequadamente as reais 
causas da perda de animais em cultivo. Somente tal conhecimento permitirá que sejam 
desenvolvidas estratégias assertivas para superar esse gargalo e promover a otimização e 
o uso mais eficiente de todo e qualquer recurso empregado no processo produtivo de siris-




O principal objetivo desta tese foi analisar a presença de vírus de RNA e os efeitos 
da infecção em C. danae, uma espécie de siri-azul explorada pela nascente indústria 
brasileira de produção de siri-mole, em condições de laboratório. A Figura 1 apresenta as 
etapas de trabalho envolvidas nos cinco capítulos que compõem a tese, bem como as 
perguntas que foram respondidas em cada capítulo. 
No Capítulo 1 foi realizada uma revisão sistemática dos dados sobre os patógenos 
virais que afetam técnica e economicamente a aquicultura dos crustáceos braquiúros no 
mundo, bem como os métodos de diagnóstico e controle das doenças causadas por esses 
patógenos. Além disso, foi elaborado um fluxograma para auxiliar, em estudos sequentes, 
o diagnóstico dos principais vírus que afetam o cultivo de siris. 
No Capítulo 2 foi investigado se o CsRV1, um reovírus fatal para C. sapidus em 
cultivo, ou qualquer outro vírus estaria associado à mortandade de C. danae mantidos em 
um sistema local de recirculação. Além disso, foi avaliado se os siris infectados por vírus 
exibem alterações metabólicas ou comportamentais que poderiam ser usadas para 
identificar a infecção. Neste capítulo, o CsRV2 foi registrado pela primeira vez em C. danae 
por meio da visualização das bandas de dsRNA por meio de eletroforese. 
No Capítulo 3, por meio do sequenciamento de nova geração, é descrita a sequência 
do genoma de CsRV2 e relatada a descoberta de um novo bunyavírus putativo infectando 
C. danae coletados na baía de Paranaguá, Paraná, Brasil. Também, é apresentada a 
filogenia e similaridade de genes em relação a outros reovírus e bunyavírus que infectam 
crustáceos. O estudo ainda apresenta os resultados das abordagens diagnósticas 
tradicionais – através de histopatologia e microscopia eletrônica de transmissão - para 
ambos os vírus. 
O objetivo do capítulo 4 foi o de avaliar, in vivo, a patogenicidade de CsRV2 em C. 
danae, bem como os efeitos da infecção sobre indicadores de atividade metabólica, 




intramuscular. No decorrer do estudo foi detectada a presença de CdPBV1 nos animais que 
foram desafiados com CsRV2, o que proporcionou uma compreensão mais abrangente dos 
efeitos da coinfecção por CsRV2 e CdPBV1. 
Por fim, no Capítulo 5 foi elaborado um texto de divulgação científica contendo os 
principais resultados obtidos na presente tese. O objetivo será utilizar esse texto para 
divulgar o conhecimento científico gerado para a comunidade não acadêmica, usando para 






Figura 1. Fluxograma das etapas de elaboração da tese, incluindo as perguntas que foram respondidas em cada capítulo.  
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RESUMO  
Os crustáceos braquiúros são distribuídos globalmente e são muito valorizados na 
aquicultura mundial. Infecções virais são limitantes para a sobrevivência destes animais e, 
consequentemente, para o sucesso dos cultivos em escala comercial. No presente estudo 
realizamos uma revisão sistemática de dados relacionados aos patógenos virais, 
particularmente aqueles que afetam técnica e economicamente a aquicultura de crustáceos 
braquiúros, bem como dos métodos de diagnóstico e controle das doenças causadas por 
esses patógenos. Nos estudos publicados (n=73) entre 1977 e junho de 2020, foram 
registradas 32 espécies de vírus, das quais os mais estudados foram relacionados à família 
Reoviridae (36%) e Nimaviridae (33%), com destaque para o CsRV1 (20%) e WSSV (48%). 
As maiores taxas de mortalidade em eventos agudos foram reportadas em ensaios 
experimentais com o siri-azul Callinectes sapidus infectado por CsRV1 ou WSSV e com o 
siri-da-lama Scylla spp. infectado por MCRV, MCDV, MCTV ou WSSV. As técnicas mais 
utilizadas no diagnóstico da presença de patógenos virais são a microscopia eletrônica de 
transmissão (38,4%) e a histopatologia (34,2%). No entanto, o uso de ferramentas 
moleculares, como a PCR e suas variações, tem aumentado nos últimos anos para facilitar 
o diagnóstico em crustáceos braquiúros. Por fim, as melhorias no manejo de cultivo e o uso 
de terapia de RNAi e de substâncias extraídas de plantas têm sido estudados e fornecem 
valiosas informações para nortear futuras estratégias de mitigação e controle de infecções 
virais na aquicultura de crustáceos braquiúros. 
 
Palavras-chave: Reoviridae, Nimaviridae, Crustáceos, Mortalidade, Aquicultura 
1. INTRODUÇÃO 
Segundo estimativas da Organização das Nações Unidas (ONU, 2019), a população 
mundial chegará a 9,7 bilhões de pessoas em 2050, o que representa 25% de aumento em 
comparação com 2020. Alimentar essa população é um contínuo desafio. De acordo com 




crescimento médio anual de 7,22%, enquanto o crescimento da produção pesqueira foi de 
apenas 1,32%. A aquicultura continua sendo a atividade com maior taxa de crescimento na 
produção mundial de alimentos de origem animal mas, além de aumentar a produtividade 
dos cultivos, garantir a sustentabilidade das atividades aquícolas é crucial para atender da 
demanda futura por alimento (SHIELDS, 2003).  
Os crustáceos braquiúros são distribuídos globalmente e são importantes recursos 
pesqueiros em muitos países, com capturas anuais de cerca de 2 milhões de toneladas em 
todo o mundo entre 2010 e 2018 (FAO, 2020). Diversos siris e caranguejos também são 
altamente valorizados como espécies para a aquicultura. Cerca de 1,2 milhões de toneladas 
desses organismos foram produzidas no mundo, com um aumento na produção de cerca 
de 34% nos últimos 10 anos e gerando um valor global de produção estimado, em 2019,  
em 12 milhões de dólares (FAO, 2020). Além do cultivo de crustáceos braquiúros de casca-
dura, existe uma indústria significativa e crescente de produção de siris-moles, que são 
animais recém-mudados e ainda cobertos por um tegumento mole, uma característica que 
permite que sejam consumidos inteiros, tornando-se uma iguaria gastronômica de alto valor 
(HUNGRIA; TAVARES; PEREIRA; SILVA et al., 2017; TAVARES; SILVA; PEREIRA; 
OSTRENSKY, 2018).  
Um dos grandes desafios para a sustentabilidade dos cultivos de crustáceos 
braquiúros é de ordem sanitária, uma vez que os organismos podem ser infectados e 
mortos por um amplo espectro de microrganismos patogênicos, incluindo protozoários 
(SHIELDS, 2000; STENTIFORD; SHIELDS, 2005), bactérias (THIBODEAUX; BURNETT; 
BURNETT, 2009) e fungos (SHIELDS; OVERSTREET, 2003). Porém, são os patógenos 
virais o principal grupo de agentes infeciosos limitantes para a sobrevivência de siris e 
caranguejos e para o sucesso de seu cultivo em escala comercial (KENNEDY; CRONIN, 
2007; PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO, 2012; SHIELDS; OVERSTREET, 2007). Dados 




causadas por um único agente viral  em instalações de produção de siri-mole, pode causar 
perdas econômicas de mais de 2 milhões de dólares (SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; 
SHIELDS et al., 2019).  
Assim, o conhecimento detalhado sobre os patógenos virais que infectam os 
crustáceos braquiúros é fundamental para o planejamento dos investimentos e 
desenvolvimento de estratégias de mitigação dos impactos das infecções virais na 
aquicultura (SHIELDS, 2003; SHIELDS; OVERSTREET, 2003). O objetivo do presente 
artigo de revisão foi compilar sistematicamente os dados sobre patógenos virais que afetam 
técnica e economicamente a aquicultura dos crustáceos braquiúros, bem como os métodos 
de diagnóstico e controle das doenças causadas por esses patógenos. Além disso, elaborar 
um fluxograma para auxiliar no diagnóstico de possíveis manifestações virais em 
crustáceos braquiúros em cultivo. 
2. MATERIAL E MÉTODOS  
A revisão teve início com a elaboração de duas perguntas, baseadas na estratégia 
PICO (Population, Intervention, Comparison and Outcome): “Quais são os patógenos virais 
e seus efeitos em crustáceos braquiúros cultivados?” e “Como identificar e controlar os 
patógenos virais em crustáceos braquiúros cultivados?”. O acrônimo PICO utilizado para 
elaboração das perguntas que serviram de base para a pesquisa foi baseado no modelo 
utilizado na Prática Baseada em Evidências (PBE) e recomendado para revisões 
sistemáticas (SANTOS; PIMENTA; NOBRE, 2007). A revisão sistemática da literatura foi 
conduzida de acordo com as diretrizes PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic 
Review and Meta-analysis) (MOHER; SHAMSEER; CLARKE; GHERSI et al., 2015), tendo 
o Google Scholar como plataforma de pesquisa. O protocolo para obtenção das referências 
bibliográficas foi aplicado em quatro fases: 1) Escolha dos termos de busca; 2) Pré-




2.1. SELEÇÃO DOS TERMOS PARA A BUSCA DOS ESTUDOS 
Para a escolha dos termos apropriados para a busca na plataforma de pesquisa, foi 
realizada uma busca inicial para identificar os principais gêneros de crustáceos braquiúros 
que são cultivados na aquicultura mundial, a partir dos termos listados no grupo I da Tabela 
1. A biblioteca gerada na pesquisa, foi analisada utilizando o programa R Studio e o pacote 
de código aberto Bibliometrix R (Aria and Cuccurullo, 2017), que fornecem um conjunto de 
ferramentas para pesquisa quantitativa bibliométrica (R CoreTEAM, 2020). A nuvem 
contendo as 100 palavras mais citadas nas referências bibliográficas destacou cinco 
gêneros de crustáceos braquiúros: Eriocheir, Scylla, Callinectes, Portunus e Carcinus. A 
confiabilidade da informação foi confirmada utilizando o banco de dados da FAO Fisheries 
and Aquaculture Department, que contém estatísticas sobre a produção global da 
aquicultura entre 1950 e 2018 (FAO, 2020).  
Tabela 1.  Termos utilizados para a busca das referências bibliográficas relacionadas a 
patógenos virais em crustáceos braquiúros cultiváveis. O grupo I foi utilizado para 
determinar os termos mais apropriados baseados nos gêneros de crustáceos braquiúros 
cultivados. O grupo II inclui os termos escolhidos para a pesquisa e seleção da bibliografia. 












callinectes OR scylla OR portunus OR carcinus 







Figura 2. Fluxograma do protocolo para a busca e obtenção das referências bibliográficas 
analisadas na revisão sistemática, com base nas diretrizes PRISMA, aplicado para a 
compilação dos dados sobre os patógenos virais que afetam o cultivo de crustáceos 





















































' ' ' (/) ' , o 
' -e 
' t1l ,.:= 




Busca inicial no Google Scholar utilizando - os termos "crab" e "aquaculture" 
• 
Análise das palavras mais citadas nas Identificação dos principais gêneros de 
referências, usando o pacote Bibliometrix R crustáceos braquiúros cultivados no mundo 
1 
+ 
Escolha dos termos de pesquisa com base nos gêneros 
dos crustáceos braquiúros cultivados: "callinectes" "scylla" 
"portunus" "carcinus" "eriocheir" "aquaculture" "vírus" 
1 
------------------ ----------------------------------------------------------
Referências pré-identificadas por Referências pré-selecionadas por meio 
meio da pesquisa no Google Scholar da pesquisa em outras plataformas 
(n = 8.190) (n = O) 
1 1 
t 
Exclusões por título Referências selecionadas 
(n = 7.949) ,.... por título 
(n = 241) 
Exclusão de referências 
duplicadas 
Referências selecionadas após (n = 18) 
remoção de duplicatas 1 
(n = 223) 
-- ------ --- -- --- ----- --- --- --- ---- -------------------------------------------
t 
Exclusões por resumo 
Referências selecionadas após 
i--- análise do resumo (n = 87) (n = 136) 
' Documentos com acesso ao texto 
completo selecionados para análise 
(n = 93) 
----------------------------------t ------------------------------------------
Exclusões após leitura 
completa do texto 
(n = 20) 
Referências selecionadas após 
análise do texto completo 
(n = 73) 
--------' ------------------·r ----------------' -------------------.- -----------
Artigos científicos Relatórios técnicos Capítulos de livro Teses e dissertações 




2.2. SELEÇÃO E IMPORTAÇÃO DOS DOCUMENTOS 
Após determinar os termos apropriados para a pesquisa bibliográfica, a segunda fase 
do protocolo consistiu na busca pelos artigos científicos, livros, capítulos de livros, teses e 
relatórios publicados até junho de 2020, que apresentavam em seu título, resumo e 
palavras-chave os termos listados no grupo II da Tabela 1. A pesquisa, usando a 
combinação dos termos, identificou o total de 8.190 documentos. O título dos documentos 
obtidos na busca foi avaliado de acordo com (1) a abordagem de patógenos virais nos 
crustáceos braquiúros cultivados; (2) a detecção dos patógenos virais em crustáceos 
braquiúros cultivados; (3) as informações sobre os métodos de controle dos efeitos dos 
patógenos virais em crustáceos braquiúros. Não houve restrição de idioma na seleção dos 
estudos. 
Entre os documentos obtidos na pesquisa, 241 documentos foram pré-selecionados 
pelo título, com base nos critérios de inclusão e exclusão. Após a seleção das referências 
pelo título, todas as referências bibliográficas e os documentos em formato Portable 
Document Format (PDF) foram importados por meio do gerenciador automático de 
referências Mendeley 1.19.2 (Elsevier, Holanda). As referências importadas foram 
checadas e as duplicadas removidas. 
Na terceira fase, o resumo de cada referência bibliográfica foi cuidadosamente 
analisado com auxílio do aplicativo Rayyan QCRI (MOURAD; HOSSAM; ZBYS; AHMED, 
2016). A elegibilidade dos trabalhos foram determinados independentemente por dois 
coautores desse levantamento bibliográfico, que resolveram entre si as dissonâncias. Os 
critérios de inclusão envolveram: (1) a população do estudo: crustáceos braquiúros 
cultivados (incluindo estágios larvais e juvenil); (2) desenho do estudo: estudos coorte 
prospectivos ou retrospectivos, estudos de caso-controle, ensaios clínicos randomizados e 
estudos descritivos. Os critérios de exclusão foram: (1) estudos sobre outros grupos de 




cultivados; (3) estudos que não relataram infecções virais em crustáceos braquiúros 
cultivados, e (4) artigos de revisão e meta-análises. 
Após leitura dos resumos, o número de documentos de interesse foi reduzido para 
136. No caso de livros e capítulos de livros, que não possuíam um resumo estruturado, foi 
avaliada a relevância dos temas abordados pelos autores. A quarta fase do protocolo, 
consistiu na leitura integral dos estudos com acesso ao documento completo. Após a leitura 
completa dos textos, de acordo com a abordagem e o desenho do estudo, 73 documentos 
(incluindo artigos científicos, capítulos de livro, relatórios técnicos, teses e dissertações) 
foram selecionados por atenderem aos objetivos desta revisão. 
2.3. FLUXOGRAMA 
Com base nas publicações selecionadas na revisão sistemática, um banco de dados 
foi criado e organizado usando o Excel®, contendo informações sobre os sinais clínicos e 
as alterações causadas pelos principais agentes virais que afetam Callinectes sapidus. A 
partir disso, um fluxograma para o diagnóstico das principais doenças virais foi construído 
com auxílio do aplicativo de diagramação Lucidchart (LUCIDCHART, 2020). O fluxograma 
contemplou apenas os principais vírus que acometem C. sapidus, dada sua ampla 
distribuição geográfica em relação a outros braquiúros (MELO, 1996; WILLIAMS, 1974) e, 
principalmente, por ser a principal espécie explorada no cultivo de siri-mole nas Américas 
(HUNGRIA; DOS SANTOS TAVARES; PEREIRA; DE ASSIS TEIXEIRA SILVA et al., 2017; 
TAVARES; SILVA; PEREIRA; OSTRENSKY, 2018).  
2.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os documentos em formato PDF, selecionados ao final do protocolo, foram 
analisados através do programa R Studio e o pacote de código aberto Bibliometrix R (Aria 
and Cuccurullo, 2017), para observação das palavras mais utilizadas pelos respectivos 
autores nos textos selecionados. Foi realizada uma análise de correlação envolvendo todas 




específicos. Para isso, foram selecionadas as palavras com frequência de ocorrência ≥ 
0,03% do número total de palavras em cada texto. Em seguida, cada palavra foi 
correlacionada a todas as outras palavras pelo coeficiente Phi (ϕ), que corresponde ao 






Onde: n11 indica o número de documentos nos quais duas palavras (x e y) 
apareceram juntas; n00 o número de documentos em que nenhuma das duas palavras foi 
citada; n10 e n01 o número de documentos em que apenas uma das palavras foi citada 
(Tabela 2). Somente as palavras que apresentaram Φ ≥ 0,7 foram consideradas. 
 
Tabela 2. Síntese conceitual do algoritmo utilizado para analisar a correlação entre palavras 
nos textos analisados. 
 Contém a palavra 
‘Y’ 
Não contém a palavra ‘Y’ 
Contém a palavra ‘X’ n11 n10 
Não contém a palavra ‘X’ n01 n00 
 
3. RESULTADOS 
3.1. PRINCIPAIS PATÓGENOS DE CRUSTÁCEOS BRAQUIÚROS 
A Tabela 3 mostra todas as espécies de vírus identificadas em crustáceos braquiúros 
de interesse comercial na aquicultura entre 1977 e 2020.  Foram registradas 32 espécies 
de vírus, das quais nove foram relacionadas à família Reoviridae, sete à família 
Baculoviridae, cinco à Rhabdoviridae, duas à Bunyaviridae, Dicistroviridae e Parvoviridae e 
um único membro foi relacionado às famílias Herpesviridae, Nimaviridae, Roniviridae, 




Entre os 73 estudos analisados, as famílias virais mais estudadas foram Reoviridae 
(36%) e Nimaviridae (33%), com destaque para o Callinectes sapidus reovirus 1 (CsRV1) 
e o vírus da síndrome da mancha branca (White Spot Syndrome Vírus - WSSV), 
representados por cerca de 20 e 48% dos estudos, respectivamente. Já, os membros da 
família Baculoviridae, Bunyaviridae, Dicistroviridae, Parvorividae, Roniviridae e 
Tombusviridae foram registrados uma única vez e não foram mais estudados.  
As espécies de crustáceos braquiúros mais estudadas foram o siri-azul Callinectes 
sapidus (59%) e o siri-da-lama Scylla serrata (33%), ambas espécies de grande importância 
para aquicultura norte-americana e asiática. Além disso, a maioria dos estudos sobre 
patógenos virais em crustáceos braquiúros foram realizados nos Estados Unidos (30%), 
China (33%), Índia (10%) e Austrália (5%). Embora os crustáceos braquiúros sejam 
considerados um importante recurso pesqueiro e aquícola em países da América do Sul, 




Tabela 3. Vírus que infectam crustáceos braquiúros de importância para a aquicultura mundial. 
Família Espécie Abreviação Genoma Hospedeiro Referência 
Reoviridae Callinectes sapidus Reovirus virus 1 CsRV1 dsRNA Callinectes sapidus (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 
2010; CHUNG, J. SOOK; PITULA, J. S.; 
SCHOTT, E.; ALVAREZ, J. V. et al., 2015; 
FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL 
et al., 2016; FLOWERS; JOHNSON; 
AGUILAR; SCHOTT, 2018; JOHNSON, 1977; 
JOHNSON, 1983; MESSICK, 1998; 
MESSICK; SINDERMANN, 1992; ROGERS; 
TAYLOR; HAWKE; ANDERSON LIVELY, 
2015; ROGERS; TAYLOR; HAWKE; 
SCHOTT et al., 2015; SHIELDS, 2003; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003; 
SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et 
al., 2019; TANG; MESSICK; PANTOJA; 
REDMAN et al., 2011) 
Eriocheir sinensis reovirus 905 EsRV 905 Eriocheir sinensis (ZHANG; ZHANG; HUANG; BONAMI et al., 
2002) 
Eriocheir sinensis reovirus 816 EsRV 816 Eriocheir sinensis (ZHANG; ZHANG; HUANG; BONAMI et al., 
2002) 
Eriocheir sinensis reovirus WX-2012 EsRV WX-
2012 
Eriocheir sinensis (MA; DAI; SERWADDA; SHEN, 2016; SHEN; 
MA; HU, 2015) 
Gill Virus de Carcinus 
mediterraneus 
 Carcinus mediterraneus 
(JOHNSON, 1983) 




Scylla serrata e Portunus 
trituberculatus 
(DENG; XU; HU; LI et al., 2019; FAN; LIU; 
XU; YUAN et al., 2017; FANG; LI; XU; 
ZHANG et al., 2015; HUANG; DENG; LI; SU 





KULASEKARAPANDIAN, 2009; WENG; 
GUO; SUN; CHAN et al., 2007) 
Reo-like virus de Carcinus 
mediterraneus 
RC84 Carcinus mediterraneus 
(MARI; BONAMI, 1987) 
Swimming Crab Reovirus SCRV Portunus trituberculatus (ZHANG; LI; LIU; ZHANG, 2015) 
W2 Virus W2 Carcinus mediterraneus (MARI; BONAMI, 1988b) 
Rhabdoviridae Y-Organ Virus de Carcinus maenas  ssRNA Carcinus maenas (JOHNSON, 1983) 
Rhabdo-like virus A RhVA Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; SHIELDS, 2003; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003; YUDIN; 
CLARK, 1979) 
Rhabdo-like Virus B RhVB Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; MESSICK; 
SINDERMANN, 1992; SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003) 
Y-Organ Virus de Carcinus 
mediterraneus 
 Carcinus mediterraneus 
(JOHNSON, 1983) 
Enveloped Helical Virus EHV Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; MESSICK; 
SINDERMANN, 1992; SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003) 
Bunyaviridae Crab Hemocytopenic Virus CHV ssRNA Carcinus maenas (JOHNSON, 1983) 
Carcinus maenas 
Portunusbunyavirus 1 
CmPBV1 Carcinus maenas (BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; 
STENTIFORD et al., 2019) 
Dicistroviridae Mud crab Dicistrovirus MCDV ssRNA Scylla paramamosain (GAO; LIU; HUANG; WANG et al., 2019) 
Taura syndrome virus TSV Scylla serrata (KIATPATHOMCHAI; JAROENRAM; 
ARUNRUT; GANGNONNGIW et al., 2008) 
Picornaviridae Chesapeake Bay Virus CBV ssRNA Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; MESSICK; 
SINDERMANN, 1992; SHIELDS, 2003; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003) 
Roniviridae Eriocheir sinensis Ronivirus EsRNV ssRNA Eriocheir sinensis (ZHANG; BONAMI, 2007) 




Herpesviridae Bi-facies Virus BFV  dsDNA Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; MESSICK; 
SINDERMANN, 1992; SHIELDS, 2003; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003) 
Parvoviridae Parvo-like Virus de Carcinus 
mediterraneus 
PC84 dsDNA Carcinus mediterraneus 
(MARI; BONAMI, 1988a) 
Penaeus merguiensis Densovirus PmergDNV Scylla serrata (OWENS; LIESSMANN; LA FAUCE; 
NYGUYEN et al., 2010) 
Baculoviridae Baculovirus de Carcinus maenas  dsDNA Carcinus maenas (JOHNSON, 1983) 
Baculovirus A Baculo-A Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; 1988; MESSICK; 
SINDERMANN, 1992; SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003) 
Baculovirus B Baculo-B Callinectes sapidus (JOHNSON, 1983; 1988; MESSICK; 
SINDERMANN, 1992; SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003) 
Baculovirus do Hepatopancreas de 
Carcinus mediterraneus 
 Carcinus mediterraneus 
(JOHNSON, 1983) 
Scylla Bacilliform Virus SBV  Scylla serrata (ANDERSON; PRIOR, 1992; LIESSMANN; 
OWENS; ZENG, 2005; OWENS; 
LIESSMANN; LA FAUCE; NYGUYEN et al., 
2010) 
Penaeid Rod-shaped DNA Virus PRDV Portunus trituberculatus (MOMOYAMA; HIRAOKA; VENEGAS, 1999) 
Tau virus  Carcinus mediterraneus (PAPPALARDO; MARI; BONAMI, 1986) 
Nimaviridae White Spot Syndrome Virus WSSV dsDNA Scylla tranquebarica, 








(BATEMAN; TEW; FRENCH; HICKS et al., 
2012; CHANG; CHEN; WANG, 1998; 
COSTA; FRAGA; ZAMPARETTI; MARQUES 
et al., 2012; DING; WANG; ZHU; PAN et al., 
2017; DING; YAO; ZHANG; WAN et al., 
2015; DING; CAO; ZHU; XU et al., 2017; 
GALAVÍZ-SILVA; MOLINA-GARZA; 
ALCOCER-GONZÁLEZ; ROSALES-








e Eriocheir sinensis 
SERALATHAN et al., 2018; HARI, 2003; 
HUANG; HAN; WANG; REN, 2017; HUANG; 
WANG; XU; PAN et al., 2018; IKA 
MAHARANI, 2005; JITHENDRAN; 
POORNIMA; BALASUBRAMANIAN; 
KULASEKARAPANDIAN, 2009; KONG; LIN; 
GONG; TRAN et al., 2020; KOU; PENG; 
CHIU; LO, 1998; LAVILLA-PITOGO; DE LA 
PEÑA, 2004; LIN; HE; GONG; ZHANG et al., 
2020; LIU, W.; QIAN, D.; YAN, X. J., 2011; 
LO; HO; PENG; CHEN et al., 1996; MA; 
TANG; LIN; GONG et al., 2019; MENG; 
JANG; SEO; CHO, 2009; NORIZAN; 
HARRISON; HASSAN; MUSA et al., 2019; 
POWELL; BROWDY; BURGE, 2015; RAJA; 
JITHENDRAN; RAJAN, 2019; RAJENDRAN; 
VIJAYAN; SANTIAGO; KROL, 1999; REN; 
LIN; KONG; GONG et al., 2020; SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003; SOMBOONNA; 
MANGKALANAN; UDOMPETCHARAPORN; 
KRITTANAI et al., 2010; SUPAMATTAYA; 
HOFFMANN; BOONYARATPALIN; 
KANCHANAPHUM, 1998; VASEEHARAN; 
JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003; 
WAIKHOM; JOHN; GEORGE; 
JEYASEELAN, 2006; WANG; HONG; ZHU, 
2020; WANG; LO; CHANG; KOU, 1998; 





3.2. VÍRUS DE RNA 
3.2.1. Vírus relacionados à família Reoviridae 
Reoviridae é a maior e mais bem estudada família entre todas as famílias de vírus 
de RNA de fita dupla (dsRNA) (MERTENS, 2004). Partículas virais de reovírus têm simetria 
icosaédrica, com diâmetros de 60 a 85 nm e podem ser subdivididas em duas subfamílias, 
os vírus “turreted” e “non-turreted”, dependendo da existência ou não de projeções nos 12 
vértices (ATTOUI; MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012). O genoma de 
dsRNA dos reovírus é segmentado e o número varia de 9 a 12 segmentos (ATTOUI; 
MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012). Além da classificação estrutural, o 
nível de divergência de sequência, principalmente nos segmentos de genoma e proteínas 
mais conservados são critérios importantes para a classificação de gêneros e espécies 
(FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016; ZHAO; TAVARES; SCHOTT, 
2021).  
Entre os 15 gêneros de reovírus, o único gênero que infecta crustáceos reconhecido 
pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) é o Cardoreovirus, com 12 
segmentos de genoma e que infecta o caranguejo chinês Eriocheir sinensis (ATTOUI; 
MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012; WALKER; SIDDELL; LEFKOWITZ; 
MUSHEGIAN et al., 2019; ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004). No entanto, desde a 
primeira descoberta de um reovírus no caranguejo marinho Macropipus depurator, em 1966 
(VAGO, 1966), nove vírus semelhantes à reovírus foram relatados em cinco espécies de 
caranguejos e siris de importância para a aquicultura, entre eles oito reovírus impactam 
negativamente o cultivo dos animais: o W2, CsRV1, EsRV 905, EsRV 816, MCRV ou SsRV, 
SCRV, e o Vírus de brânquia de Carcinus mediterraneus.  
3.2.1.1. W2 
Cerca de 20 anos após a primeira descoberta de um reovírus em um invertebrado 




ao longo da costa do Mediterrâneo, próximo a Montpellier, na França (MARI; BONAMI, 
1987; 1988b). O vírus W2 possui forma paraesférica e não possui envelope, mede de 65 a 
70 nm de diâmetro e forma estruturas virais incomuns (rosetas) no tecido conjuntivo do 
hepatopâncreas, trato digestivo, brânquias e hemócitos (MARI; BONAMI, 1988b). W2 é 
vírus de dsRNA de 12 segmentos com padrão eletroforético de 1/5/6 (MARI; BONAMI, 
1988b). Durante os experimentos de MARI e BONAMI (1987) e MARI e BONAMI (1988b), 
os caranguejos infectados por W2 apresentaram sinais clínicos de doença, como letargia, 
perda de apetite, fraqueza e morreram após 20 dias de cultivo em um sistema de 
recirculação.   
3.2.1.2. CsRV1 
Ao mesmo tempo em que os primeiros reovírus foram descritos no Mediterrâneo, o 
reovírus patogênico RLV (Reo-like virus) foi identificado em C. sapidus coletados no 
Oceano Atlântico, ao longo da baía de Chesapeake em Maryland e da baía Chincoteague 
em Virginia, EUA (JOHNSON, 1977). Entre 2005 e 2007, o reovírus foi registrado 
novamente em C. sapidus capturados nos estuários da costa atlântica dos EUA e foi 
nomeado como C. sapidus reovirus (CsRV) (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 
2010; TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et al., 2011). Mais recentemente, o CsRV foi 
renomeado como CsRV1 quando um segundo reovírus foi descoberto em C. sapidus 
coletado no sul do Brasil, provisoriamente denominado CsRV2 (FLOWERS; 
BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016; ZHAO; FLOWERS; SCHOTT, 2021). 
Nos últimos anos, o CsRV1 se tornou um dos principais problemas para a aquicultura 
de siris nos Estados Unidos, pois é uma das espécies associadas a episódios de elevada 
e rápida mortalidade de C. sapidus em sistemas de produção de siri-mole (SPITZNAGEL; 
SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019). A Figura 3 mostra o resultado da análise de 
correlação realizada com base nos termos mais frequentes utilizados pelos autores e 




Observou-se que os artigos selecionados enfocam principalmente os aspectos associados 
à presença do reovírus CsRV1 em C. sapidus em instalações de produção de siri-mole, 
principalmente nos estados de Maryland, Virgínia e Flórida. O reovírus foi registrado em 
mais de 50% dos siris mortos ou moribundos em sistemas de produção de siri-mole, porém 
estava presente em menos de 5% dos siris saudáveis e 7% dos siris-moles que realizaram 
a muda com sucesso (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; SPITZNAGEL; 
SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019). Além disso, infecções experimentais de CsRV1 
usando injeção intramuscular em C. sapidus, causaram 100% de mortalidade após 10 a 13 
dias e resultaram no aparecimento de inclusões virais nos hemócitos (BOWERS; 
MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; JOHNSON, 1977).   
CsRV1 é um vírus não envelopado com cápside icosaédrica, mede 
aproximadamente 55 nm de diâmetro e os vírions são frequentemente associados a 
microtúbulos e estruturas microfilamentares, formando um arranjo paracristalino 
(BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; JOHNSON, 1983; ZHAO; TAVARES; 
SCHOTT, 2021). O genoma de CsRV1 possui 12 segmentos de dsRNA, variando de 4,3 a 
1,1 kb, com um padrão eletroforético de 1/5/6 (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 
2010). FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al. (2016) sugerem que o CsRV1 
pertence a um novo gênero da família Reoviridae, denominado Crabreovirus, que ainda 
não foi reconhecido pelo ICTV como gênero.  
CsRV1 infecta tecidos de origem mesodérmica e ectodérmica, tais como os 
hemócitos, a epiderme, o sistema nervoso, o trato digestivo, as brânquias, o músculo e o 
hepatopâncreas, produzindo inclusões citoplasmáticas basofílicas, aumentando o volume 
celular (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; CHUNG, J. SOOK; PITULA, J. 
S.; SCHOTT, E.; ALVAREZ, J. V. et al., 2015). Os hemócitos infectados invadem as células 




JOHNSON, 1984). Devido à necrose neuronal, os siris tornam-se lentos, exibem tremores 












Figura 3. Principais termos usados (≥ 0,05%) e correlação Phi (Φ ≥ 0,7) entre eles, nos 73 principais documentos científicos sobre 
patógenos virais em crustáceos braquiúros publicados entre 1977 e junho de 2020. Note que os vírus mais citados nos documentos 
analisados são o vírus da mancha branca “WSSV” e o reovírus de Callinectes sapidus “CsRV”, ambos estão destacados em linhas 
vermelhas. Este último está correlacionado a termos que estão relacionados ao hospedeiro, locais onde este vírus foi detectado e os 













3.2.1.3. MCRV ou SsRV 
Segundo ZHAO; TAVARES e SCHOTT (2021), metade dos reovírus que infectam 
crustáceos braquiúros foram identificados infectando siris de sistemas de cultivo na China, 
incluindo o Mud Crab Reovírus (MCRV), também chamado de S. serrata Reovírus (SsRV), 
que infecta o siri-da-lama S. serrata  (DENG; LU; OU; SU et al., 2012; HUANG; DENG; LI; 
SU et al., 2012; WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 2007). A partícula viral de MCRV e SsRV 
é icosaédrica sem envelope, mede 70 nm de diâmetro e forma arranjos paracristalinos no 
citoplasma das células (CHEN; XIONG; YANG; MAO et al., 2011; WENG; GUO; SUN; 
CHAN et al., 2007). O genoma de MCRV possui 12 segmentos de dsRNA, variando de 4,6 
a 1,1 kb com um padrão eletroforético de 1/5/6 (WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 2007). 
Este vírus citoplasmático infecta células do tecido conjuntivo do hepatopâncreas, brânquias 
e intestino do siri-da-lama (JITHENDRAN; POORNIMA; BALASUBRAMANIAN; 
KULASEKARAPANDIAN, 2009). DENG; LU; OU; SU et al. (2012) sugerem que o MCRV 
pertence ao gênero Crabreovirus, juntamente com CsRV1. 
Segundo WENG; GUO; SUN; CHAN et al. (2007), o vírus MCRV causa alta 
mortalidade e grandes perdas econômicas nos cultivos de siri-da-lama na província de 
Guangdong, na China. Os autores demonstraram, por meio de análise histopatológica e 
ensaios de injeções intramuscular, inoculação oral, imersão e coabitação que MCRV é o 
agente etiológico da doença do sono (sleeping disease – SD) de S. serrata. Os principais 
sinais clínicos da doença são lentidão, perda de apetite e uma ligeira coloração acinzentada 
do corpo (WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 2007). Além disso, os autores também 
observaram que os animais infectados naturalmente por MCRV apresentavam 
hepatopâncreas atrofiado, intestino vazio e brânquias amareladas. O reovírus é altamente 
patogênico para o siri-da-lama e a transmissão parece ocorrer por meio de rotas entéricas 
e de superfície corporal, pois a infecção experimental causou 100% de mortalidade após 




e 80% de mortalidade por coabitação após 20 dias (WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 2007). 
Os sinais característicos da infecção pelo reovírus foram observados a partir do quarto dia 
após a infecção experimental (WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 2007). 
3.2.1.4. EsRV 
Desde o primeiro relato, em 1994, na província de Jiangsu, na China, a doença do 
tremor (TD) é considerada uma das doenças mais graves que afetam E. sinensis, pois tem 
causado graves perdas econômicas para os empreendimentos de  cultivo do caranguejo 
associadas à alta taxa de mortalidade provocada pela doença (ZHANG; ZHANG; HUANG; 
BONAMI et al., 2002). Os caranguejos com TD apresentam tremores nas pernas, lentidão 
e perda de apetite. A  mortalidade pode chegar a 70%, mas até hoje o agente etiológico da 
TD é desconhecido (CHEN; JIANG; QIAN; CHEN et al., 2011). Durante investigações para 
identificar o agente causador da TD,  ZHANG; SHI; ZHANG e BONAMI (2004) 
caracterizaram o primeiro reovírus de E. sinensis, nomeado de E. sinensis reovirus 905 
(EsRV905). EsRV905 se desenvolve no citoplasma das células do tecido conjuntivo do 
hepatopâncreas e brânquias, formando inclusões virais intracitoplasmáticas e lesões 
necróticas (ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004). Em infecções experimentais, o 
EsRV905 purificado causou cerca de 30% de mortalidade nos caranguejos, mas nenhum 
sinal típico de tremor foi identificado em E. sinensis, sugerindo que o EsRV905 pode infectar 
e se replicar em E. sinensis, mas pode não ser a causa da TD neste caranguejo (ZHANG; 
SHI; ZHANG; BONAMI, 2004). 
Mais tarde, ZHANG e BONAMI (2012) detectaram um segundo tipo de reovírus 
isolado de E. sinensis na China, nomeado de E. sinensis reovirus 816 (EsRV816). 
Semelhante ao EsRV905, EsRV816 se desenvolve no citoplasma das células do tecido 
conjuntivo de todos os órgãos, principalmente hepatopâncreas, brânquias, coração e 
intestino, formando corpúsculos de inclusão eosinofílicos (ZHANG; BONAMI, 2012). Após 




doença, como tremores nas pernas, porém 28% dos caranguejos morreram 20 dias após a 
infecção (ZHANG; BONAMI, 2012).  
Um terceiro vírus, EsRVWX-2012, também foi identificado em caranguejos E. 
sinensis que apresentavam sinais de TD, porém nenhuma infecção experimental foi 
conduzida (SHEN; MA; HU, 2015). Ambos os reovírus EsRV905, EsRV816 e EsRVWX-
2012 possuem partículas virais icosaédricas não envelopadas e infectam o tecido 
conjuntivo de E. sinensis. Porém, EsRV905 e EsRV816 apresentam tamanho de partícula 
de 55 e 60 nm de diâmetro, respectivamente (ZHANG; BONAMI, 2012; ZHANG; SHI; 
ZHANG; BONAMI, 2004), já o EsRVWX-2012 é maior, apresentando 60-70 nm de diâmetro 
(SHEN; MA; HU, 2015). Além das diferenças no tamanho, também apresentam diferenças 
no padrão de eletroforese. O EsRV905 é de 3/4/5 e o EsRVWX-2012 é de 1/5/6 com 12 
segmentos, enquanto EsRV816 exibiu 10 segmentos com um padrão de eletroforese de 
5/3/2 (ZHANG; BONAMI, 2012; ZHAO; TAVARES; SCHOTT, 2021).  
Com base na ultraestrutura, propriedades físico-químicas e relações filogenéticas, o 
EsRV905 foi classificado no novo gênero Cardoreovirus estabelecido pelo ICTV (ATTOUI; 
MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012). Curiosamente, EsRV816 mostrou 
homologia muito baixa com as sequências de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) 
putativo de EsRV905. Com base nas relações filogenéticas da polimerase viral, EsRV816 
foi classificado como um novo gênero diferente de Cardoreovirus, o Crustareovírus 
(ZHANG; BONAMI, 2012; ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004; ZHAO; TAVARES; 
SCHOTT, 2021). Já, EsRVWX-2012 foi classificado como um membro do gênero 
Crabreovirus (SHEN; MA; HU, 2015; ZHAO; TAVARES; SCHOTT, 2021). 
3.2.1.5. SCRV 
A aquicultura do siri-nadador P. trituberculatus sofreu perdas econômicas 
substanciais na China devido a uma epidemia que tem provocado alta mortalidade nos 




convencionais e testes de infecção artificial mostraram que o agente patogênico da doença 
é o reovírus do siri nadador (SCRV) (LI, 2012; LI; PENG; LIU; ZHOU et al., 2012). A partícula 
SCRV é icosaédrica, não envelopada e mede 30 ± 10 nm, considerado menor do que a 
maioria dos reovírus (ZHANG; LI; LIU; ZHANG, 2015). Embora o acrônimo do vírus possa 
ser confundo com os vírus que infectam S. serrata, não há evidências de que SCRV possa 
infectar o siri-da-lama. O SCRV pode provocar hemorragia severa em P. trituberculatus e 
causar mortalidades de até 100% em apenas 10 dias (FANG; LI; XU; ZHANG et al., 2015; 
LI, 2012; LI; PENG; LIU; ZHOU et al., 2012). Nenhuma infecção experimental foi conduzida 
para SCRV e mais detalhes sobre a estrutura do genoma também não está disponível na 
literatura.  
3.2.1.6. Vírus de brânquias de Carcinus mediterraneus 
Segundo JOHNSON (1983), o Vírus de Brânquias de C. mediterraneus é 
paraesférico, não envelopado, com 55 nm de diâmetro. O vírus foi relacionado à família 
Reoviridae. Porém, detalhes sobre a estrutura do genoma ainda são raros na literatura 
(BONAMI, 1976; JOHNSON, 1983). O vírus infecta e destrói as células epiteliais, 
principalmente as das brânquias. A inoculação do vírus purificado por injeção intramuscular 
em C. mediterraneus saudáveis causou mortalidade em apenas 8 dias (JOHNSON, 1983). 
Os caranguejos também são fatalmente infectados com o reovírus quando a partir da 
presença de tecidos de animais doentes infectados presentes nos tanques de cultivo 
(BONAMI, 1976).  
3.2.2. Vírus relacionados à família Rhabdoviridae 
A família Rhabdoviridae inclui 30 gêneros de vírus envelopados, tipicamente 
baciliformes, com genomas de RNA de fita simples de sentido negativo (WALKER; 
BLASDELL; CALISHER; DIETZGEN et al., 2018). Além de plantas e vertebrados, os 
membros da família Rhabdoviridae também são encontrados em invertebrados, incluindo 




detectados em crustáceos braquiúros, o RhVA, RhVB, Y-Organ Virus de Carcinus 
mediterraneus e EHV. Entre os rhabdovírus conhecidos, apenas RhVA causa efeitos 
deletérios para a aquicultura.  
3.2.2.1. Rhabdo-like virus A 
Em suas investigações sobre as junções neuromusculares dos músculos gástricos 
do siri-azul, C. sapidus, JAHROMI (1977) identificou pela primeira vez um vírus semelhante 
à  Rhabdoviridae, presente principalmente nas células gliais. Mais tarde, YUDIN e CLARK 
(1979) registraram o mesmo vírus nas células da glândula mandibular (glândula ecdisial) 
de C. sapidus e nomeando-o inicialmente de EGV-2, devido à associação com a glândula 
ecdisial (JAHROMI, 1977; YUDIN; CLARK, 1979). Anos depois, o reovírus foi renomeado 
para Rhabdo-like virus A (RhVA) (JOHNSON, 1978; 1983; SHIELDS; OVERSTREET, 
2003). O RhVA é um vírus baciliforme muito menor do que as outras espécies pertencentes 
à família Rhabdoviridae. Apresenta  diâmetro de 25 a 30 nm e comprimento de 100 a 150 
nm, formando arranjo paracristalino no citoplasma das células (JOHNSON, 1983; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003). Segundo JOHNSON (1978), RhVA se desenvolve no 
retículo endoplasmático e infecta as células do tecido hematopoiético, hemócitos, células 
do tecido conjuntivo, células de reserva associadas ao tecido conjuntivo, epiderme, tecido 
epicárdico e células gliais de gânglios e nervos.  
A manifestação da infecção por RhVA está associada ao estresse do hospedeiro, 
principalmente devido ao estresse do transporte e manutenção em sistemas de cultivo 
(JAHROMI, 1977), estresse fisiológico consequente da ablação do pedúnculo ocular 
(YUDIN; CLARK, 1979) e por coinfecções com outros vírus, como CsRV1, Baculo-B, CBV 
e EHV (JOHNSON, 1983; JOHNSON, 1984). A infecção experimental por meio de injeção 
de RhVA e CsRV1 causou a mortalidade de C. sapidus após apenas três dias em condição 




por RhVA não produz sinais clínicos em C. sapidus, no entanto, JOHNSON (1983) observou 
que os animais infectados simultaneamente por RhVA e CsRV1 apresentaram paralisia.  
3.2.3. Vírus relacionados à família Bunyaviridae 
A ordem Bunyavirales foi estabelecida recentemente para agrupar vírus de genoma 
de RNA de fita simples de sentido negativo (-ssRNA), compostos de 2 a 4 segmentos 
(MAES; ADKINS; ALKHOVSKY; AVSIC-ZUPANC et al., 2019). A ordem contém 10 famílias. 
Porém, até o momento, é reconhecida uma única família viral de bunyavírus que infecta 
crustáceos (Cruliviridae) e que contém um único membro reconhecido oficialmente pelo 
ICTV, o Wenling Lincruvirus (MAES; ADKINS; ALKHOVSKY; AVSIC-ZUPANC et al., 2019). 
Embora vários vírus semelhantes à bunyavírus tenham sido propostos provisoriamente 
infectando crustáceos braquiúros, incluindo o Crab Haemocytic Virus (CHV) (JOHNSON, 
1983) e o Carcinus maenas Portunibunyavirus 1 (CmPBV1) (BOJKO; SUBRAMANIAM; 
WALTZEK; STENTIFORD et al., 2019).  
3.2.3.1. CHV 
O CHV é um vírus esférico de 55 a 80 nm de diâmetro, que ocorre na membrana 
intracitoplasmática dos hemócitos e, às vezes, associado ao complexo de Golgi do 
caranguejo europeu C. maenas (JOHNSON, 1983). A infecção por CHV causa problemas 
na coagulação, redução do número de hemócitos circulantes e pode levar C. maenas a 
morte (BANG, 1971; HOOVER, 1977). O principal sinal clínico da infecção é visualizado 
quando a hemolinfa do caranguejo é retirada e não há formação de coágulos (BANG, 1971; 
HOOVER, 1977). Embora, cause efeitos deletérios e até a morte de C. maenas, detalhes 
sobre o genoma de CHV e seus efeitos na sobrevivência da espécie ainda são 
desconhecidos. 
3.2.3.2. CmPBV1 
O CmPBV1 é o vírus mais recentemente detectado em um crustáceo braquiúro de 




BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al. (2019), a partir de amostras de 
C. maenas coletados em nas Ilhas Faroe, na Dinamarca. As partículas virais de CmPBV1 
são esféricas, medem 96,6 ± 12,2 nm de diâmetro e o seu genoma consiste em três 
segmentos de RNA de fita simples de sentido negativo (BOJKO; STEBBING; DUNN; 
BATEMAN et al., 2018; BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al., 2019). 
Em estudos prévios, BOJKO; STEBBING; DUNN; BATEMAN et al. (2018) observaram que 
CmPBV1 estava presente com uma prevalência de 1,1% em C. maenas coletados na costa 
de Nesvík, Ilhas Faroé. A infecção resultou em inclusões eosinofílicas no epitélio branquial, 
tecidos conjuntivos, amebócitos e hemócitos, causadas pelo desenvolvimento de arranjos 
paracristalinos. Embora, os efeitos da infecção pelos bunyavírus CHV e CmPBV1 na 
sobrevivência dos caranguejos não tenham sido descritos, ZHANG; SHI; ZHANG e 
BONAMI (2004), em um estudo sobre o reovírus EsRV905, observaram que a coinfecção 
de EsRV905 e um vírus semelhante a bunyavírus aumentou em até 30% a taxa de 
mortalidade de E. sinensis.  
3.2.4. Vírus relacionados à família Dicistroviridae 
3.2.4.1. MCDV 
Durante investigações para descobrir o agente causador de mortalidade de S. 
paramamosain, GUO; HE; XU e WENG (2013) detectaram o reovírus MCRV e descobriram 
um vírus adicional com um diâmetro de cerca de 30 nm infectando simultaneamente o siri-
da-lama. O vírus é icosaédrico, sem envelope, apresenta diâmetro de 30 nm e genoma de 
RNA de fita simples de sentido positivo (ssRNA) (GAO; LIU; HUANG; WANG et al., 2019; 
ZHANG; HE; SU; DONG et al., 2011) e foi nomeado de dicistrovírus do siri-da-lama 
(MCDV). Os resultados da análise filogenética de GUO; HE; XU e WENG (2013) sugerem 
que o MCDV tem uma relação genética próxima com o vírus da síndrome de Taura (TSV) 
do que outros dicistrovírus e que o MCDV é um novo membro da família Dicistroviridae, 




Infecção experimental realizado por GUO; HE; XU e WENG (2013), por meio de 
injeção intramuscular de MCDV em S. paramamosain, causou 100% de mortalidade em 
apenas 7 dias, sendo que nenhum siri morreu no grupo controle. MCDV foi detectado em 
vários órgãos, como brânquias, intestinos, estômago, coração, hepatopâncreas, gônadas, 
músculos, hemolinfa e órgãos ganglionares torácicos de S. paramamosain (GUO; HE; XU; 
WENG, 2013). Além disso, os siris apresentaram sinais clínicos da infecção, como falta de 
apetite e mudanças comportamentais, como nenhuma resposta ao toque e permanência 
na superfície da areia durante o dia.  
3.2.5. Vírus relacionados à família Picornaviridae 
3.2.5.1. CBV 
O vírus da Baía de Chesapeake (CBV) foi detectado pela primeira vez em juvenis de 
C. sapidus coletados durante o verão em Tangier Sound, baía de Chesapeake (JOHNSON, 
1978; 1983). CBV é um vírus de RNA de fita simples, icosaédrico, sem envelope com cerca 
de 30 nm de diâmetro, que ocorre no citoplasma das células derivadas ectodermicamente, 
às vezes, formando arranjos paracristalinos (JOHNSON, 1983). CBV infecta células 
neurossecretoras, células nervosas, epiderme, epitélios das brânquias e epitélio do 
intestino anterior e posterior (SHIELDS, 2003; SHIELDS; OVERSTREET, 2003). Segundo 
JOHNSON (1983), o CBV pode causar destruição do sistema nervoso central, epitélio 
branquial e células neurossecretoras, que pode levar o siri-azul ter dificuldades nas trocas 
gasosas, controle osmótico e vários processos vitais e até causar morte.  
Além disso, os omatídios costumam ser gravemente danificados, levando o siri-azul 
à cegueira e gerando alterações comportamentais no hospedeiro, como natação de forma 
desorientada e permanência na posição com a cabeça direcionada para a região ventral. 
Estas mudanças comportamentais permitem que siris infectados sejam predados 
facilmente, aumentando o canibalismo (JOHNSON, 1983; SHIELDS; OVERSTREET, 




o hospedeiro à morte entre duas semanas até dois meses em condições laboratoriais 
(JOHNSON, 1983; MESSICK; SINDERMANN, 1992). Além disso, há evidências de que 
CBV pode apresentar ação sinérgica com outros vírus, como CsRV1, RhVA ou EHV 
(JOHNSON, 1983). 
3.2.6. Vírus relacionados à família Roniviridae 
A doença dos suspiros (SD) é frequentemente reportada em cultivos de E. sinensis, 
nas províncias de Jiangsu, Zhejiang, Anhui e Xangai, na China (ZHANG; BONAMI, 2007). 
A doença é caracterizada pelos sons que lembram suspiros, que podem ser ouvidos 
claramente dos caranguejos afetados devido à lenta formação de bolhas durante a 
respiração. Durante as investigações sobre o agente causador da SD, ZHANG e BONAMI 
(2007) encontraram um vírus semelhante a Roniviridae desenvolvendo-se em células do 
tecido conjuntivo e o nomearam de EsRNV para E. sinensis ronivirus. 
O EsRNV é um vírus baciliforme, envelopado, que mede 24 a 42 nm de diâmetro e 
60 a 170 nm de comprimento, que apresenta nucleocapsídeos medindo 16 a 18 nm de 
diâmetro e 150 a 250 nm de comprimento, formando arranjos paralelos (ZHANG; BONAMI, 
2007). Os corpos de inclusão observados por microscopia de luz no citoplasma têm de 200 
a 800 nm. No estudo de ZHANG e BONAMI (2007), o EsRNV foi detectado nos órgãos 
linfóides, tecidos conjuntivos das brânquias, hepatopâncreas, coração e intestino. A análise 
em microscopia de luz mostrou corpos de inclusão basofílicos no citoplasma das células do 
órgão linfoide e intestino e apoptose nesses órgãos. Focos eosinofílicos de células 
conectivas necróticas também descritos  (ZHANG; BONAMI, 2007). Essas características 
podem ser consideradas comuns aos membros da família Roniviridae. O ronivírus foi 
inoculado experimentalmente por injeção intramuscular em E. sinensis e causou 100% de 
mortalidade após 17 dias, com início das mortes a partir do décimo terceiro dia (ZHANG; 




infectados por EsRNV, confirmando que o ronivírus é o agente etiológico da SD. Além disso 
os caranguejos apresentaram lentidão e anorexia.  
3.2.7. Vírus relacionados à família Tombusviridae 
Os membros da família Tombusviridae não possuem envelope e apresentam 
genomas de RNA de fita simples de sentido positivo (ssRNA) (HYODO; KAIDO, 2021). 
Além de detectarem o dicistrovírus MCDV, GAO; LIU; HUANG; WANG et al. (2019), 
estudando indivíduos de S. paramamosain, também identificaram a presença de um vírus 
icosaédrico de 72 nm diâmetro, não detectado anteriormente por métodos de biologia 
molecular, o mud crab tombus-like virus (MCTV). Por meio da infecção experimental de 
MCTV em S. paramamosain provenientes de uma fazenda de cultivo da Província de 
Guangdong, China, GAO; LIU; HUANG; WANG et al. (2019) observaram que a carga viral 
de MCTV no hepatopâncreas e hemócitos dos siris aumentaram significativamente durante 
o curso da infecção, porém sinais clínicos da infecção não foram reportados. Além disso, 
após 96 horas de infecção por MCTV, 60% dos siris morreram, confirmando a 
patogenicidade deste vírus eminente em S. paramamosain (GAO; LIU; HUANG; WANG et 
al., 2019).  
3.3. VÍRUS DE DNA 
3.3.1. Vírus relacionados à família Baculoviridae  
Os membros da família Baculoviridae são vírus de DNA de fita dupla, envelopados, 
podendo ser ocluído ou não, que infectam o núcleo das células do hospedeiro 
(ANDERSON; PRIOR, 1992). Os baculovírus são o maior grupo de vírus conhecidos em 
crustáceos decápodes (ANDERSON; PRIOR, 1992; JOHNSON, 1988; SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003). Oito baculovírus foram relatados em cinco espécies de caranguejos 
e siris de importância para a aquicultura, entre eles os vírus Baculo-B, Baculovirus do 
Hepatopancreas de C. mediterraneus, Penaeid Rod-shaped DNA Virus e Tau vírus causam 




3.3.1.1. Baculo-B  
O Baculovírus-B é um vírus envelopado, não ocluído, que compartilha muitas 
semelhanças com o Baculo-A, exceto por infectar hemócitos e células hematopoéticas, 
frequentemente produzindo áreas hipercromáticas no centro do núcleo das células e 
núcleos hipertrofiados homogêneos ou contornados na cromatina (JOHNSON, 1983). As 
partículas virais de Baculo-B são ovóides, medindo cerca de 100 nm de diâmetro e 335 nm 
de comprimento, apresentando extremidades cônicas e arredondadas (SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003). Os vírions tendem a formar matrizes ordenadas no nucleoplasma e 
seu desenvolvimento está associado a vesículas intranucleares (JOHNSON, 1983). O 
Baculo-B já foi registrado em C. sapidus nas baías de Chesapeake e Chincoteague, 
Maryland e Virgínia, respectivamente (JOHNSON, 1983; MESSICK, 1998). Os siris 
infectados experimentalmente apresentaram sinais de doença, porém somente a 
coinfecção de Baculo-B com os vírus CsRV1 e RhVA causou mortalidade (JOHNSON, 
1983; MESSICK, 1998).  
3.3.1.2. Baculovirus do hepatopancreas de C. mediterraneus  
Um baculovírus foi detectado no núcleo das células do epitélio do hepatopancreas e 
do intestino médio de C. mediterraneus coletados na costa da França (PAPPALARDO; 
BONAMI, 1979). As partículas virais do baculovírus são baciliformes, envelopados e 
medem de 80 a 90 nm de diâmetro e 340 a 380 nm de comprimento. Diferente de outros 
baculovírus, o baculovírus de C. mediterraneus é flexionado quando está dentro do 
envelope, mas quando o envelope é rompido por choque osmótico, o vírion fica reto. A 
infecção pelo baculovírus em C. mediterraneus causa hipertrofia no núcleo das células 
epiteliais, podendo ser fatal para os animais infectados (JOHNSON, 1983). Em condições 
laboratoriais, este vírus foi transmitido oralmente para C. mediterraneus, a partir da 




3.3.1.3. Penaeid Rod-shaped DNA Virus 
O Penaeid Rod-shaped DNA Virus é um vírus envelopado, não ocluído, com formato 
ovóide, medindo cerca de 84 nm de diâmetro e 226 nm de comprimento (INOUYE; 
YAMANO; IKEDA; KIMURA et al., 1996). Este vírus é o agente causador da viremia aguda 
do peneídeo (PAV), doença conhecida por causar mortalidade massiva de Penaeus 
japonicus em cultivo. No estudo de MOMOYAMA; HIRAOKA e VENEGAS (1999), a 
patogenicidade do PRDV foi examinada por ensaios de infecção usando métodos de 
inoculação intramuscular e oral em juvenis de seis espécies de crustáceos, incluindo 
camarões Penaeus spp. e o siri P. trituberculatus. Todos os juvenis de camarões Penaeus 
spp. testados morreram de 2 a 7 dias após a inoculação, resultando em mortalidades de 
até 100%. Por outro lado, os siris P. trituberculatus foram significativamente menos 
suscetíveis ao vírus em comparação com as outras espécies testadas. Mortalidades de 
10% foram registradas dois dias após injeção intramuscular e de apenas 4% 30 dias após 
a inoculação oral. Os siris infectados por PRDV apresentaram hipertrofia dos núcleos das 
células epidérmicas cuticulares do estômago. Porém, nenhum sinal clínico evidente foi 
registrado nos animais.  
3.3.1.4. Tau virus 
O vírus T, designado pela letra grega tau, foi observado pela primeira vez na lagoa 
de Thau, na França, a partir de amostras de caranguejos C. mediterraneus (PAPPALARDO; 
MARI; BONAMI, 1986). O vírus T compartilha as características gerais com os baculovírus 
não ocluídos, exceto pelas partículas em forma de arco ao invés de bastonete, típico de 
baculovírus. O tamanho médio das partículas é de 80 nm de diâmetro e 350 nm de 
comprimento, formando arranjos paralelos no nucleoplasma. A transmissão experimental 
do vírus T causou lesões nas células (E, R, F e B) do epitélio do hepatopâncreas e intestino 
médio em C. mediterraneus. O primeiro sinal de infecção foi hipertrofia nuclear associada 




BONAMI, 1986). Os caranguejos infectados exibiram uma diminuição da agressividade, 
seguida de aumento da letargia e perda de apetite, levando à imobilidade e, alguns dias 
depois, à morte. A taxa de mortalidade dos animais infectados foi de 100% após 25 dias, 
contra 20% no grupo de controle (PAPPALARDO; MARI; BONAMI, 1986). 
3.3.2. Vírus relacionados à família Herpesviridae 
3.3.2.1. Bi-facies Virus 
O vírus bi-facies, anteriormente referido como vírus herpes-like (HLV), é um vírus 
icosaédrico, envelopado e constituído de genoma de DNA de fita dupla, que infecta o núcleo 
ou o citoplasma de hemócitos e células hemopoiéticas de C. sapidus (JOHNSON, 1977; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003). O vírus BFV também pode infectar tecido conjuntivo e 
células epiteliais das brânquias, mas não foi observado no músculo, coração, epitélio 
intestinal, gônadas ou tecidos nervosos (JOHNSON, 1983). O desenvolvimento completo 
do vírus Bi-facies ocorre no núcleo, onde este vírus tem dois tipos de desenvolvimento 
levando a duas formas finais. As partículas envelopadas do Tipo A, com dois envelopes 
medindo de 197 a 233 nm de diâmetro e as partículas do Tipo B, com apenas um envelope 
de 174 a 191 nm de diâmetro (JOHNSON, 1988).  
Os ensaios de infecção experimental realizadas por JOHNSON (1978), por meio de 
injeção intramuscular de hemolinfa de um siri moribundo e por via oral usando tecido 
infectado como alimento, resultou em mortes após 30 a 40 dias. Os siris infectados só 
apresentaram sinais clínicos da infecção pouco antes de morrerem, quando se tornaram 
inativos e pararam de se alimentar. O vírus Bi-facies também já foi detectado com 
prevalência de 13% em populações selvagens de C. sapidus nas baías de Assawoman, 
Delaware e Chincoteague, na costa leste dos EUA (JOHNSON, 1983). No entanto, os siris 




3.3.3. Vírus relacionados à família Parvoviridae 
3.3.3.1. Parvo-like Virus de C. mediterraneus 
MARI e BONAMI (1988a) registraram um pequeno agente viral no caranguejo C. 
mediterraneus. O vírus apresenta algumas afinidades com os membros da família 
Parvoviridae por suas características e propriedades físico-químicas. Os autores o 
nomearam de PC84, um vírus icosaédrico, sem envelope, que mede cerca de 23 a 27 nm 
de diâmetro (MARI; BONAMI, 1988a). Este parvovírus infecta o núcleo e o citoplasma das 
células fibroblásticas e mioepiteliais do tecido conjuntivo do hepatopancreas, intestino 
médio e brânquias de C. mediterraneus, causando necrose em algumas áreas e reações 
de defesa caracterizadas pelo acúmulo de células degenerativas, como nódulos. MARI e 
BONAMI (1988a) também visualizaram que o núcleo das células infectadas apresentava 
um material amorfo e denso de elétrons contendo partículas virais em áreas mais claras, 
ao invés de cromatina. Infecção experimental por meio de injeção intramuscular de PC84 
em C. mediterraneus causou sinais de fraqueza, falta de apetite e induziu a morte dos 
animais 10 a 25 dias após a inoculação (MARI; BONAMI, 1988a).   
3.3.4. Vírus relacionados à família Nimaviridae 
3.3.4.1. WSSV 
Existem muitos vírus que têm uma ampla gama de hospedeiros, um deles é o vírus 
da síndrome da mancha branca (WSSV),   que antes era conhecido como baculovírus, mas 
que mais tarde foi considerado pelo ICVT como uma espécie do gênero Whispovirus, 
pertencente à família Nimaviridae (VLAK; BONAMI; FLEGEL; KOU et al., 2005; WANG; 
HIRONO; MANINGAS; SOMBOONWIWAT et al., 2019). O WSSV é conhecido pelos 
pesquisadores e carcinicultores de camarões peneídeos há mais de três décadas, e ainda 
é considerado o patógeno que mais impacta a sustentabilidade e o crescimento da indústria 
global de camarões cultivados. Esse vírus é o agente causador da doença da mancha 




em todo o mundo (BATEMAN; TEW; FRENCH; HICKS et al., 2012; LIGHTNER, 2011; 
STENTIFORD; BONAMI; ALDAY-SANZ, 2009; STENTIFORD; OIDTMANN; SCOTT; 
PEELER, 2010). 
O WSSV é um vírus envelopado, não ocluído, em forma de bastonete, que mede de 
70 a 150 nm de diâmetro e 275 a 380 nm de comprimento e possui uma projeção 
semelhante a uma cauda e um nucleocapsídeo estriado (DURAND; LIGHTHER; REDMAN; 
BONAMI, 1997; VLAK; BONAMI; FLEGEL; KOU et al., 2005). A infecção por WSSV ocorre 
em todos os tecidos de origem mesodérmica e ectodérmica, como brânquias, órgão linfóide, 
epitélio cuticular e tecido conjuntivo subcuticular (LIGHTNER, 1996). Os núcleos das 
células infectadas tornam-se hipertrofiados com a cromatina marginalizada e contêm 
corpos de inclusão que se coram intensamente eosinofílicos na infecção em estágio inicial 
e basofílicos na infecção mais avançada (LIGHTNER, 1996). Embora, mais comumente 
associado a camarões peneídeos cultivados em regiões tropicais, o vírus também é capaz 
de infectar, causar doenças e matar uma ampla gama de outros crustáceos decápodes, 
incluindo caranguejos e siris de importância para a aquicultura, como C. maenas, E. 
sinensis, S. serrata, S. olivacea, S. paramamosain, S. tranquebarica, P. pelagicus, P. 
sanguinolentus, P. trituberculatus, C. sapidus, C. arcuatus e C. danae. 
Testes de exposição baseados em vias naturais (alimentos) e artificiais (injeção 
intramuscular) de exposição ao WSSV em Cancer pagurus, C. maenas e E. sinensis 
mostraram que as espécies testadas foram consideradas suscetíveis à infecção com WSSV 
e que o vírus foi capaz de se replicar e permanecer virulento, exceto para C. maenas 
(BATEMAN; TEW; FRENCH; HICKS et al., 2012). No caso de C. maenas, os caranguejos 
não sofreram mortalidade significativa quando exposto ao WSSV e a presença de corpos 
de inclusão intranuclear característicos só foi observada por meio de injeção intramuscular, 
mas com uma gravidade muito menor que a observada nas outras espécies. Em contraste, 




por injeção intramuscular, e apresentou patologia clássica da WSD, exceto as manchas 
brancas na cutícula e coloração avermelhada do corpo. Estudos subsequentes também 
confirmaram a patogenicidade e virulência de WSSV em E. sinensis (DING; WANG; ZHU; 
PAN et al., 2017; DING; YAO; ZHANG; WAN et al., 2015). Segundo DING; YAO; ZHANG; 
WAN et al. (2015), a injeção de WSSV causou mortalidade de 100% em apenas 10 dias 
em E. sinensis cultivados em tanques no leste da China. 
Estudos de infecção experimental de WSSV também confirmaram a patogenicidade 
e virulência em outra espécie importante na aquicultura asiática, o siri-da-lama, S. serrata 
(IKA MAHARANI, 2005; LIU, W.; QIAN, D.; YAN, X., 2011; RAJA; JITHENDRAN; RAJAN, 
2019; RAJENDRAN; VIJAYAN; SANTIAGO; KROL, 1999; SUPAMATTAYA; HOFFMANN; 
BOONYARATPALIN; KANCHANAPHUM, 1998). Nas investigações de LIU, W.; QIAN, D. e 
YAN, X. (2011), o siri-da-lama foi submetido a injeção por via intramuscular com diluições 
em série de 10 vezes de um inóculo de WSSV. Após 10 dias, as taxas de mortalidade 
variaram de 38,9% a 100% nas doses mais diluídas a concentradas, respectivamente. As 
células epiteliais da brânquia dos siris infectados apresentaram núcleos hipertrofiados com 
inclusões basofílicas e os animais infectados apresentaram sinais de fraqueza, letargia, 
consumo de ração reduzido, desprendimento dos apêndices, atraso na coagulação da 
hemolinfa, e hemolinfa amarelada. No estudo de RAJA; JITHENDRAN e RAJAN (2019), 
além de registrarem alta taxa de mortalidade em siris-da-lama infectados por WSSV, 
também identificaram redução de 60% na contagem total de hemócitos (THC) de siris 
infectados em comparação com os animais saudáveis. Testes de exposição baseados em 
via oral e na água realizados por IKA MAHARANI (2005) também mostraram que além de 
causar mortalidade dos juvenis de S. serrata (72%), o WSSV também pode afetar os siris 
em estágio de zoea 1 (80%) e zoea 3 (40%), comprometendo o sucesso da larvicultura.   
O WSSV também foi detectado em outras espécies do gênero Scylla, como S. 




LIN; GONG; TRAN et al., 2020; LIN; HE; GONG; ZHANG et al., 2020; NORIZAN; 
HARRISON; HASSAN; MUSA et al., 2019; REN; LIN; KONG; GONG et al., 2020; 
SOMBOONNA; MANGKALANAN; UDOMPETCHARAPORN; KRITTANAI et al., 2010; 
WANG; SUN; ZHU, 2017; WANG; SUN; ZHU, 2018) e S. tranquebarica (JITHENDRAN; 
POORNIMA; BALASUBRAMANIAN; KULASEKARAPANDIAN, 2009; NORIZAN; 
HARRISON; HASSAN; MUSA et al., 2019; RAJENDRAN; VIJAYAN; SANTIAGO; KROL, 
1999). Entre estas espécies, S. olivacea parece ser mais suscetível ao WSSV que S. 
paramamosain. Segundo SOMBOONNA; MANGKALANAN; UDOMPETCHARAPORN; 
KRITTANAI et al. (2010), desafios utilizando injeções de WSSV (1x106 cópias virais/g) 
causaram 100% de mortalidade em S. olivacea após 7 dias. Já os siris S. paramamosain 
sobreviveram por duas semanas após a injeção. Para SOMBOONNA; MANGKALANAN; 
UDOMPETCHARAPORN; KRITTANAI et al. (2010), esses resultados sugerem que a 
suscetibilidade à doença da mancha branca no gênero Scylla é dependente da espécie e 
também pode ser dependente da dose. Para criadores de siris-da-lama os resultados 
sugerem que, para evitar perdas durante surtos sazonais de WSSV, o cultivo de S. 
paramamosain pode ser uma melhor opção do que S. olivacea. 
O WSSV também já foi detectado em P. pelagicus (KOU; PENG; CHIU; LO, 1998; 
LO; HO; PENG; CHEN et al., 1996; SUPAMATTAYA; HOFFMANN; BOONYARATPALIN; 
KANCHANAPHUM, 1998; WAIKHOM; JOHN; GEORGE; JEYASEELAN, 2006), P. 
sanguinolentus (CHANG; CHEN; WANG, 1998; LO; HO; PENG; CHEN et al., 1996; 
WAIKHOM; JOHN; GEORGE; JEYASEELAN, 2006; WANG; LO; CHANG; KOU, 1998) e P. 
trituberculatus (KOU; PENG; CHIU; LO, 1998; MENG; JANG; SEO; CHO, 2009). Em 
ensaios de infecção experimental por meio de injeção intramuscular e ingestão de tecido 
contaminado, o vírus  causou mortalidade de 100% em P. pelagicus em apenas nove dias, 
sendo que os animais infectados estavam aparentemente saudáveis e se alimentavam até 




KANCHANAPHUM, 1998). Os siris P. sanguinolentus e P. pelagicus também mostraram 
suscetibilidade diferencial a WSSV dependendo do isolado. A taxa mortalidade variou de 
50% a 100% após a alimentação com os tecidos de camarões infectados com diferentes 
isolados sul da Índia (G9 e A117), enquanto aqueles alimentados com o isolado G27 não 
mostraram mortalidade (WAIKHOM; JOHN; GEORGE; JEYASEELAN, 2006). 
Outros estudos também demonstraram o potencial do WSSV para infectar e causar 
efeitos deletérios nos estoques selvagens ou cultivados de C. sapidus (COSTA; FRAGA; 
ZAMPARETTI; MARQUES et al., 2012; KROL, 2002; POWELL; BROWDY; BURGE, 2015; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003), C. arcuatus (GALAVÍZ-SILVA; MOLINA-GARZA; 
ALCOCER-GONZÁLEZ; ROSALES-ENCINAS et al., 2004) e C. danae (COSTA; FRAGA; 
ZAMPARETTI; MARQUES et al., 2012). Na maioria estudos, foi confirmado que os siris 
Callinectes spp. podem servir como um reservatório biológico de WSSV. Por outro lado, 
testes de exposição ao WSSV baseados em vias naturais, por ingestão de tecidos 
infectados, causaram mortalidade de 66% em C. sapidus (KROL, 2002), enquanto a  
injeção intramuscular gerou taxa de mortalidade de até 100% (BLAYLOCK; CURRAN; 
LOTZ, 2019). Além disso, os animais injetados carregavam uma carga viral maior do que 
os animais alimentados com tecidos infectados (BLAYLOCK; CURRAN; LOTZ, 2019). 
3.4. TÉCNICAS UTILIZADAS NA DETECÇÃO DE PATÓGENOS VIRAIS EM 
CRUSTÁCEOS BRAQUIÚROS 
Os sinais clínicos mais frequentes causados por infecções virais em crustáceos 
braquiúros são fraqueza, letargia e redução da alimentação (BONAMI; ZHANG, 2011; 
JOHNSON, 1977; VAGO, 1966). Alguns vírus podem provocar outros sinais clínicos 
específicos que podem auxiliar no diagnóstico, como tremores e paralisia, como acontece 
nas fases tardias da infecção por CsRV1 em C. sapidus (SHIELDS; OVERSTREET, 2007); 




QIAN, D.; YAN, X., 2011); e alterações na natação e posição corporal, em infecção por CBV 
(JOHNSON, 1983; SHIELDS; OVERSTREET, 2003).  
No entanto, os sinais clínicos isoladamente não são ferramentas determinantes para 
o diagnóstico de infecções por patógenos virais em siris e caranguejos. Alguns vírus podem 
não causar sinais clínicos aparentes ou estes podem ser manifestados somente em 
infecções mais graves. Outro problema é que os sinais não são específicos podendo ser 
provocados por outros agentes infecciosos não virais, fazendo-se necessário a utilização 
de técnicas confiáveis e validadas para o diagnóstico.  A Figura 4 mostra, na forma de um 
fluxograma, como a combinação entre sinais clínicos, análises histopatológicas e análises 
por microscopia eletrônica podem auxiliar na detecção de patógenos virais específicos que 








Figura 4. Fluxograma desenvolvido no presente estudo para auxiliar na detecção dos patógenos virais que causam mortalidade de 
Callinectes sapidus em cultivo, com base nos aspectos clínicos, histológicos e de microscopia eletrônica reportados nos estudos 
publicados entre 1977 e junho de 2020. 
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A microscopia eletrônica de transmissão (MET) e a histopatologia estão entre as 
técnicas mais frequentemente utilizadas, desde os primeiros estudos até os dias atuais, em 
pesquisas sobre patógenos virais em crustáceos braquiúros. Entre os documentos 
analisados nesta revisão, 38,4% utilizaram a MET para detectar os agentes viras e 34,2% 
utilizaram a histopatologia. Ambas as técnicas são confiáveis para a detecção de vírus em 
crustáceos e são essenciais para se descobrir e caracterizar a biologia de novos vírus, por 
isso são consideradas ferramentas padrão para o diagnóstico da infecção por WSSV, de 
acordo com a Organização Mundial da Saúde Animal (OIE, 2018). No entanto, segundo 
PAPPALARDO; MARI e BONAMI (1986) a MET mostrou limitações na detecção das 
partículas do vírus Tau em C. mediterraneus. No estudo, o vírus foi detectado em apenas 
55% dos animais infectados experimentalmente, apesar de todos os caranguejos terem 
morrido com sinais típicos da doença.  
Após o desenvolvimento da técnica molecular baseada na reação em cadeia da 
polimerase (PCR), ainda na década de 80 (MULLIS; FALOONA; SCHARF; SAIKI et al., 
1986), os estudos sobre patógenos virais também passaram a utilizá-la (26%) (Figura 5).  
Além do método molecular por PCR, uma ampla gama de técnicas foi aplicada nos estudos 
publicados entre 1977 e 2020 visando auxiliar no diagnóstico da presença de vírus 
patogênicos em crustáceos braquiúros, como a hibridização in situ (6,8%), sequenciamento 
genômico (11%), a RT-qPCR ou qPCR (32,9%), RT-LAMP (1,4%), bem como o teste de 
imunoensaio (5,5%).  
A hibridização in situ é uma técnica de citogenética baseada na detecção de regiões 
específicas do DNA ou RNA em amostras teciduais a partir de sondas específicas. As 
sequências de nucleotídeos complementares são marcadas com fluorocromos e são 
visualizadas por meio de fluorescência em microscópio de luz ou epifluorescência (CHANG; 
CHEN; WANG, 1998). Segundo CHANG; CHEN e WANG (1998), esta técnica já é bem 




sanguinolentus, e permite identificar os órgãos e tecidos alvo do vírus nos animais. 
LIESSMANN; OWENS e ZENG (2005), MOMOYAMA; HIRAOKA e VENEGAS (1999) e 
TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et al. (2011) também utilizaram a hibridização in 
situ para determinar a presença dos baculovírus SBV e PRDV e do reovírus CsRV1 em S. 
serrata, P. trituberculatus e C. sapidus, respectivamente. A hibridização in situ fornece uma 
alta especificidade em que a reação positiva ocorre apenas com o vírus alvo e, portanto, 
pode distinguir entre os vírus que são morfologicamente semelhantes (TANG; MESSICK; 
PANTOJA; REDMAN et al., 2011). Porém, essa técnica requer que a região infectada pelo 
vírus seja identificada por visualização das áreas coradas, sendo menos sensível do que 
ensaios baseados em PCR.   
Com o desenvolvimento de PCR e o Sequenciamento de Nova Geração (NGS) de 
alto rendimento, vários genomas virais foram detectados em crustáceos braquiúros, como 
o WSSV (BATEMAN; TEW; FRENCH; HICKS et al., 2012; DING; YAO; ZHANG; WAN et 
al., 2015; GALAVÍZ-SILVA; MOLINA-GARZA; ALCOCER-GONZÁLEZ; ROSALES-
ENCINAS et al., 2004; GUNASEKARAN; GOPALAKRISHNAN; DEIVASIGAMANI; 
SERALATHAN et al., 2018), CsRV1 (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; 
ROGERS; TAYLOR; HAWKE; ANDERSON LIVELY, 2015), PRDV (MOMOYAMA; 
HIRAOKA; VENEGAS, 1999) e SBV (LIESSMANN; OWENS; ZENG, 2005). Embora a PCR 
tenha sido amplamente utilizada nos estudos, a técnica por si só não é adequada para 
quantificar a carga viral presente no hospedeiro, uma vez que simplesmente detecta a 
presença ou indica a ausência do genoma viral por meio da amplificação dos fragmentos 
de DNA específicos e visualização por eletroforese (BATEMAN; TEW; FRENCH; HICKS et 
al., 2012). Para os reovírus, o padrão (número e tamanho) dos segmentos do genoma 
também é um critério para a identificação de diferentes espécies em uma amostra, podendo 




necessidade de amplificação dos fragmentos do genoma (BOWERS; MESSICK; HANIF; 
JAGUS et al., 2010).  
Em contraste, a PCR em Tempo Real (qPCR) é uma variação da técnica de PCR, a 
qual permite que a amplificação e detecção ocorram simultaneamente, com capacidade de 
gerar resultados quantitativos com maior precisão, inclusive identificando a carga viral de 
WSSV (DING; WANG; ZHU; PAN et al., 2017; HUANG; WANG; XU; PAN et al., 2018; 
KONG; LIN; GONG; TRAN et al., 2020; LIU, W.; QIAN, D.; YAN, X. J., 2011; MA; TANG; 
LIN; GONG et al., 2019; MENG; JANG; SEO; CHO, 2009; POWELL; BROWDY; BURGE, 
2015), CsRV1 (CHUNG, J. S.; PITULA, J. S.; SCHOTT, E.; ALVAREZ, J. V. et al., 2015; 
FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016; FLOWERS; JOHNSON; AGUILAR; 
SCHOTT, 2018; ROGERS; TAYLOR; HAWKE; SCHOTT et al., 2015; SPITZNAGEL; 
SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019), MCRV (DENG; XU; HU; LI et al., 2019; 
JITHENDRAN; POORNIMA; BALASUBRAMANIAN; KULASEKARAPANDIAN, 2009), 
MCTV (GAO; LIU; HUANG; WANG et al., 2019), EsRV WX-2012 (MA; DAI; SERWADDA; 
SHEN, 2016), SBV (OWENS; LIESSMANN; LA FAUCE; NYGUYEN et al., 2010) e SCRV 
(ZHANG; LI; LIU; ZHANG, 2015). A qPCR também pode incluir uma etapa de transcrição 
reversa (RT-qPCR), usada quando o vírus é de RNA, como os reovírus (BOWERS; 
MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 
2016). 
Embora sejam amplamente utilizadas, as técnicas de PCR, qPCR e RT-qPCR 
exigem a utilização de equipamentos caros e sensíveis para sua execução, e a preparação 
da amostra é trabalhosa e demorada. Porém, essas técnicas foram modernizadas, MA; 
DAI; SERWADDA e SHEN (2016) desenvolveram um ensaio de amplificação isotérmica, 
mediado por loop de transcrição reversa (RT-LAMP) com alta especificidade, sensibilidade 
e rapidez, para detectar EsRV WX-2012 em E. sinensis e que pode ser usado para 




diagnóstico não são geralmente disponíveis. A RT-LAMP dispensa a necessidade da etapa 
de extração de DNA e o uso de termociclador. Além disso, o método apresentou limite de 
detecção de 15 pg e sensibilidade 100 vezes maior que o RT-PCR convencional (MA; DAI; 
SERWADDA; SHEN, 2016). Outra vantagem é que o resultado pode ser visualizado a olho 
nu, sem a adição de reagentes extras ou etapas de eletroforese.  
Para facilitar ainda mais no diagnóstico de patógenos virais em fazendas de cultivo, 
ZHANG; LI; LIU e ZHANG (2015) e FAN; LIU; XU; YUAN et al. (2017) desenvolveram um 
teste rápido imunocromatográfico em tiras para a detecção diferencial e qualitativa do vírus 
SCRV em P. trituberculatus e SsRV em S. serrata, respectivamente. Ambos os testes, 
utilizam uma membrana de nitrocelulose impregnada com anticorpos específicos que 
reagem com o antígeno viral presente na amostra de hemolinfa de um animal infectado. A 
interação antígeno-anticorpo da amostra positiva para o vírus é revelada pelo corante 
vermelho (ouro coloidal) na linha de teste da fita. O teste desenvolvido por ZHANG; LI; LIU 
e ZHANG (2015), utilizam anticorpos imunoglobulina Y (IgY) específicos contra as proteínas 
de SCRV, isolados após inoculação do vírus em ovos de galinha. Já o teste de FAN; LIU; 
XU; YUAN et al. (2017), utilizam anticorpos policlonais (pAb) e monoclonais (mAb) 
específicos contra a proteína do capsídeo de SsRV (p29), isolados de coelhos infectados 
pelo vírus.  O teste em tiras para detecção de SsRV apresentou sensibilidade geral de 71% 
em comparação com a RT-PCR na detecção no siri-da-lama, já o teste para SCRV detectou 










Figura 5. Técnicas utilizadas para o diagnóstico de patógenos virais em crustáceos 
braquiúros nas publicações entre 1977 a junho de 2020. 
 
3.5. CONTROLE DE PATÓGENOS VIRAIS EM CRUSTÁCEOS BRAQUIÚROS EM 
CULTIVO 
Embora as infecções virais representam, na atualidade em nível mundial, a maior 
ameaça para o sucesso e a sustentabilidade da aquicultura de crustáceos (PERAZZOLO; 
ROSA; BARRACCO, 2012), a profilaxia e o controle das infecções virais nos cultivos de 
crustáceos braquiúros restringem-se ainda basicamente à adoção de práticas adequadas 
de manejo e à redução das condições de estresse. Na prática, os fatores que determinam 
o estado de saúde de crustáceos braquiúros são ainda pouco conhecidos (PERAZZOLO; 
ROSA; BARRACCO, 2012; SHIELDS; OVERSTREET, 2003) e a ciência apenas dá seus 
primeiros passos efetivos para elucidação e controle desse tema.  
Entre as práticas de manejo adotadas, o controle da temperatura da água de cultivo 
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quanto o patógeno e sua variação costuma criar condições favoráveis à replicação viral 
(CHUNG, J. S.; PITULA, J. S.; SCHOTT, E.; ALVAREZ, J. V. et al., 2015; LAVILLA-
PITOGO; DE LA PEÑA; CATEDRAL, 2007) e para o aumento da infectividade e 
patogenicidade do vírus (ZHANG; BONAMI, 2012). Investigações realizadas por CHUNG, 
J. S.; PITULA, J. S.; SCHOTT, E.; ALVAREZ, J. V. et al. (2015), mostraram que quando C. 
sapidus infectados com CsRV1 foram expostos ao aumento de temperatura de 10 para 
23°C, a replicação viral nos hemócitos e em vários tecidos aumentou significativamente. 
Resultados semelhantes também foram observados por ZHANG e BONAMI (2012) em E. 
sinensis infectados por EsRV816, no estudo, 28,5% dos caranguejos morreram após 20 
dias mantidos a 28°C. Já no grupo mantido a 20ºC, nenhum caranguejo morreu, indicando 
um efeito da temperatura na infectividade e patogenicidade do vírus. No experimento 
realizado por LAVILLA-PITOGO; DE LA PEÑA e CATEDRAL (2007), resultados positivos 
para WSSV em S. serrata expostos a temperatura de 19 a 21ºC e gerados através de PCR, 
foram identificados após 15 dias de cultivo. Já nas temperaturas de 27 a 29ºC o WSSV foi 
detectado somente após 25 dias, indicando que, neste caso, a exposição temperaturas 
mais baixa pode aumentar a infecção.  
Nos crustáceos, por não apresentarem uma memória imunológica eficiente e 
específica, carecendo de células linfocíticas, anticorpos e células de memória como as dos 
vertebrados, a vacinação costuma ser pouco prática ou mesmo inefetiva atualmente 
(ROWLEY; POPE, 2012), tornando  essencial a busca por estratégias para controlar as 
infecções virais e minimizar as grandes perdas sofridas pela indústria (SHIELDS; 
OVERSTREET, 2003). Neste contexto, houve na última década, um importante avanço na 
compreensão de uma série de mecanismos antivirais, como o silenciamento da infecção 
viral pelo sistema de RNA de interferência (RNAi) e o uso de substâncias terapêuticas ou 
preventivas (DENG; XU; HU; LI et al., 2019; DENG; ZHANG; LI; LI et al., 2019; FANG; LI; 




al., 2018; KONG; LIN; GONG; TRAN et al., 2020; LIN; HE; GONG; ZHANG et al., 2020; MA; 
TANG; LIN; GONG et al., 2019; REN; LIN; KONG; GONG et al., 2020; WANG; HONG; ZHU, 
2020; WANG; SUN; ZHU, 2017).    
O sistema de RNAi para suprimir infecções virais é uma abordagem promissora para 
o controle de doenças virais em crustáceos. A RNAi é um mecanismo celular responsável 
pelo silenciamento gênico pós-transcricional que atua sobre o RNA mensageiro (mRNA). 
Neste mecanismo, uma fita dupla de RNA (dsRNA) de 21-25 nucleotídeos que, ao ser 
incorporada a um complexo intracitoplasmático, liga-se  a uma sequência de nucleotídeos 
complementar localizada no mRNA-alvo, ocasionando assim o silenciamento viral, por 
inibição da tradução e/ou degradação do mRNA (PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO, 
2012). Experimentos em laboratório mostraram que caranguejos submetidos a injeção com 
oligonucleotídeo anti-miRNA específicos têm redução da replicação viral após o desafio 
com WSSV (HUANG; HAN; WANG; REN, 2017; HUANG; WANG; XU; PAN et al., 2018). 
No estudo de HUANG; WANG; XU; PAN et al. (2018), os resultados mostraram que o 
WSSV utilizou o microRNA-7 (miR-7) para aumentar a replicação do vírus durante a 
infecção em E. sinensis. No entanto, a replicação foi inibida pela regulação negativa de 
miR-7 após injeções de um oligonucleotídeo anti-miRNA (AMO-miR-7: 5′-
TAGGCAGATTAGTGATTTCTT-3′) 24 a 48 horas após a infecção. Contudo, embora a 
tecnologia de RNAi continue a ser explorada, ainda não há dados de ensaios a campo para 
a abordagem de RNAi (OIE, 2018).  
A epigalocatequina-3-galato (EGCG), que  é o polifenol mais abundante extraído do 
chá verde, uma bebida popular em todo o mundo, exibe atividades antibacterianas e 
anticancerígenas em potencial (JANKUN; SELMAN; SWIERCZ; SKRZYPCZAK-JANKUN, 
1997). Segundo WANG; SUN e ZHU (2017), o EGCG também pode induzir a imunidade 
inata e aumentar a sobrevivência de S. paramamosain desafiado contra a WSSV, além de 




preventiva em potencial para controlar o WSSV. Nas investigações de WANG; SUN e ZHU 
(2017), o tratamento com injeções de EGCG (1 mg/kg) aumentou significativamente a taxa 
de sobrevivência dos siris e reduziu o número de cópias virais de WSSV em 24, 48 e 72 h 
pós-desafio, em comparação com o observado em animais do  grupo controle. Segundo os 
autores, o tratamento com EGCG pode induzir certas vias imunológicas, como as da 
fenoloxidase e JAK-STAT, e pode aumentar a atividade da profenoloxidase. Os resultados 
deste estudo poderão ser usados para futuras pesquisas antivirais com o objetivo de 
proteger os crustáceos braquiúros cultivados da infecção por WSSV e outros vírus. 
4. CONCLUSÃO 
Numerosos patógenos virais estão fortemente associados a mortalidade significativa 
nos crustáceos braquiúros de interesse para a aquicultura, incluindo vírus que já são causa 
de impactos negativos na indústria aquícola de camarões peneídeos há décadas, como o 
WSSV. Entre as espécies de vírus registradas em diferentes hospedeiros de crustáceos 
braquiúros descritos nesta revisão, a maioria afeta de forma sistêmica os animais, 
infectando os tecidos de origem mesodérmica e ectodérmica, característica que 
provavelmente contribui para a patogenia dessas infecções. Além disso, ensaios 
experimentais de exposição dos animais aos diferentes patógenos virais, mostraram que a 
taxa de mortalidade foi alta após a inoculação do vírus via injeção intramuscular, mas 
também por vias de fácil transmissão, como por via oral pelo consumo de tecido infectado 
ou pela água, condições que são comuns em ambiente de cultivo.  
Desde que os primeiros vírus de crustáceos braquiúros foram descritos no final da 
década de 70, a descoberta de novos vírus foi acelerada com o desenvolvimento de novas 
técnicas moleculares de detecção, mas as técnicas tradicionais não foram substituídas e 
ainda são consideradas ferramentas úteis na identificação de doenças virais. O fluxograma 
fornecido neste estudo, com base nas técnicas tradicionais de diagnóstico, pode nortear o 




estudos que utilizam as técnicas tradicionais de detecção combinado com as técnicas 
moleculares, principalmente aquelas com abordagens metagenômicas, terão um efeito 
crescente na identificação e caracterização de novos vírus, o que certamente expandirá a 
diversidade de vírus apresentadas aqui em uma gama mais ampla de crustáceos. Esse 
cenário pode ser desanimador para a indústria aquícola de crustáceos braquiúros, pois as 
medidas preventivas padrão, como a vacinação, por sua vez, não são viáveis ou efetivas. 
No entanto, na busca por solução para este problema, novas abordagens para aumentar a 
sobrevivência dos animais em cultivo foram estudadas, incluindo a melhoria das práticas 
de manejo de cultivo e as pesquisas sobre o uso de terapia de RNAi e de substâncias 
extraídas de plantas, que devem ser temas das pesquisas futuras.  
Neste contexto, os tópicos discutidos nesta revisão fornecem informações claras de 
que, apesar da recente expansão da produção global da aquicultura de crustáceos 
braquiúros, o conhecimento científico sobre os patógenos virais, os avanços nas técnicas 
de diagnóstico e a busca urgente por estratégias de mitigação são indispensáveis para que 
esse setor produtivo atinja um patamar sustentável a longo prazo. Por fim, os gargalos da 
indústria aquícola de crustáceos braquiúros no mundo só serão tratados na prática, quando 
houver sinergia entre os profissionais do cultivo de crustáceos braquiúros e os especialistas 
em patologia, epidemiologia, especialistas em terapêutica e os formuladores de políticas 
públicas no campo da segurança alimentar. 
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RESUMO 
Os crustáceos portunídeos, popularmente conhecidos como siris, podem ser infectados por 
uma variedade de microrganismos patogênicos, mas os mais prejudiciais são os vírus. 
Acredita-se que Callinectes sapidus reovirus 1 (CsRV1) de ocorrência natural contribua 
para a mortalidade de Callinectes sapidus em sistemas de cultivo de siri-mole nos EUA. No 
Brasil, os siris-moles são frequentemente produzidos com Callinectes danae, que sofre uma 
taxa de mortalidade em cultivo semelhante à de C. sapidus. Uma ferramenta para triagem 
de siris infectados por vírus pode ajudar a indústria a rastrear os siris infectados antes de 
serem colocados nas instalações de cultivo. Este estudo investigou se o CsRV1 poderia ser 
detectado em Callinectes danae mantidos em cativeiro. O estudo também avaliou a relação 
entre a infecção viral e os parâmetros bioquímicos e comportamentais. Para isso, os 
exemplares de C. danae (n=178) foram coletados na baía de Paranaguá, mantidos em 
sistema de recirculação por 14 dias e submetidos semanalmente a análises bioquímicas e 
teste preditor de mortalidade por ação reflexa (RAMP). Os ensaios RT-qPCR para CsRV1 
foram negativos para todas as amostras. No entanto, a análise eletroforética do RNA 
extraído de alguns siris mostrou um padrão de 12 bandas de dsRNA que indicava infecção 
intensa por um reovírus com uma organização genômica diferente de CsRV1. O padrão de 
bandas foi indistinguível de um novo reovírus putativo detectado em C. sapidus no Rio 
Grande do Sul, Brasil, provisoriamente denominado de CsRV2. A prevalência do dsRNA de 




houve diferença significativa na prevalência do CsRV2 entre os siris que morreram e 
sobreviveram. A presença do dsRNA de CsRV2 foi correlacionada com uma redução 
significativa na concentração de glicogênio no hepatopâncreas e uma diminuição da ação 
reflexa de RAMP, especialmente do reflexo de chute. Os resultados obtidos neste estudo 
são um primeiro vislumbre da ocorrência de reovírus que infectam C. danae e seus 
potenciais efeitos sobre os siris em sistemas de produção de siri-mole no Sul do Brasil. 
Palavras-chave: Reovirus; CsRV2; siri-azul; Glicogênio; Proteínas totais; RAMP. 
1. INTRODUÇÃO 
Os crustáceos portunídeos (Decapoda, Crustacea), comumente conhecidos como 
siris, são distribuídos globalmente e considerados importantes recursos pesqueiros em 
muitos países, tendo gerado cerca de 2 milhões de toneladas capturadas em todo o mundo 
(FAO, 2020). Além disso, várias espécies de siris são altamente valorizadas na aquicultura, 
com um valor global de produção estimado em 2,2 milhões de dólares em 2018 (FAO, 2020; 
TOBIAS-QUINITIO; LIBUNAO; PARADO-ESTEPA; CALPE, 2015). Além do cultivo de siris 
de casca dura, existe uma indústria economicamente significativa e crescente de siris-mole, 
que são siris recém-mudados ainda cobertos por um tegumento flexível e macio, uma 
característica que permite que sejam consumidos inteiros (CHANG; MYKLES, 2011; 
FREEMAN; KILGUS; LAURENDEAU; PERRY, 1987; TAGATZ, 1968). Os siris-moles são 
considerados uma iguaria gastronômica de alto valor, apreciada em todo o mundo 
(HUNGRIA; TAVARES; PEREIRA; SILVA et al., 2017).  
A produção de siri-mole, que é praticada há mais de 100 anos nos EUA e em vários 
países da Ásia, tornou-se ao longo do tempo uma atividade multimilionária, caracterizando-
se como uma das formas mais lucrativas de agregar valor à pesca do siri, além de ser uma 
importante fonte de emprego e renda em diversos países  (FERDOUSHI; XIANG; HASAN, 
2010; KENNEDY; CRONIN, 2007; TAVARES; SILVA; PEREIRA; OSTRENSKY, 2018). Não 
raro, porém, são registradas taxas de mortalidades nas instalações de  produção de siri-
mole, que podem afetar 25% ou mais dos animais mantidos em cativeiro, representando 




comprometer até mesmo  a própria viabilidade financeira dos empreendimentos (CHAVES; 
EGGLESTON, 2003; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019).  
Nos Estados Unidos, Callinectes sapidus é a espécie mais cultivada na produção de 
siri-mole, devido à abundância de animais provenientes da pesca e à simplicidade das 
técnicas de cultivo (TAVARES; SILVA; PEREIRA; OSTRENSKY, 2018). No Brasil, o cultivo 
de siri-mole é realizado com C. sapidus, bem como com C. danae e C. exasperatus, que 
também são comumente pescados ao longo da costa brasileira. Pesquisas em laboratórios 
brasileiros indicam que as taxas de mortalidade de C. danae e C. exasperatus também são 
de aproximadamente 25%, conforme observado para C. sapidus nos EUA (OSTRENSKY; 
VENTURA; CORRÊA; SANTOS et al., 2015). 
As causas da mortalidade de siris durante o processo produtivo de siris-moles 
incluem a baixa qualidade da água nos sistemas de cultivo (HOCHHEIMER, 1988; 
LAKSHMI; TRIGG; PERRY; VENKATARAMIAH, 1984); o estresse causado pela coleta e 
transporte dos animais (CHAVES; EGGLESTON, 2003);  e o estresse fisiológico associado 
ao processo de muda (DEFUR; NUSBAUMER; LEWIS, 1988). Sabe-se também  que o 
estresse pode tornar os siris mais suscetíveis à infecção por patógenos ou exacerbar a 
patogenicidade das infecções (KENNEDY; CRONIN, 2007; PERAZZOLO; ROSA; 
BARRACCO, 2012; SHIELDS; OVERSTREET, 2007), especialmente vírus (DEFUR; 
NUSBAUMER; LEWIS, 1988; JOHNSON, 1977; LE MOULLAC; HAFFNER, 2000; 
PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO, 2012; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 
2019). 
A resposta ao estresse em invertebrados infectados por patógenos virais ainda é 
relativamente pouco compreendida (FABBRI; MOON, 2016; GALLO; ACCORDI; 
CHIMENTI; CIVININI et al., 2016). O estresse estimula a secreção de catecolaminas e 
hormônio hiperglicêmico de crustáceos (CHH) pelo principal centro neuroendócrino, o 




MODEL; DOS SANTOS; DA SILVA; VINAGRE, 2019). Essa resposta neuroendócrina 
primária ao estresse é seguida por alterações nos metabólitos da hemolinfa e dos tecidos, 
como glicose e lactato, que são considerados a resposta secundária ao estresse 
(APARICIO-SIMÓN; PIÑÓN; RACOTTA; RACOTTA, 2010; LORENZON; GIULIANINI; 
MARTINIS; FERRERO, 2007; MERCIER; PALACIOS; CAMPA-CÓRDOVA; TOVAR-
RAMÍREZ et al., 2006; VINAGRE; TRAPP; KUCHARSKI; SILVA, 2020). Por exemplo, a 
hiperglicemia e hiperlactatemia são induzidas pelo vírus da síndrome da mancha branca 
(WSSV) em Cherax quadricarinatus e Litopenaeus vannamei (FAN; YE; CHEN; SHAO et 
al., 2016; HERNÁNDEZ-PALOMARES; GODOY-LUGO; GÓMEZ-JIMÉNEZ; GÁMEZ-
ALEJO et al., 2018). A hiperglicemia e diminuição do glicogênio também foram observadas 
na lagosta espinhosa do Caribe Panulirus argus infectado com Panulirus argus virus 1 
(PaV1) (HERRERA-SALVATIERRA; PASCUAL-JIMÉNEZ; HUCHIN-MIAN; LOZANO-
ÁLVAREZ et al., 2019; ZAMORA-BRISEÑO; RUIZ-MAY; ELIZALDE-CONTRERAS; 
HERNÁNDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2020). PaV1 também pode alterar as vias bioquímicas 
de síntese de neurotransmissores e o comportamento do hospedeiro (ZAMORA-BRISEÑO; 
RUIZ-MAY; ELIZALDE-CONTRERAS; HERNÁNDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2020). 
Já foram registradas cerca de oito espécies de virus em Callinectes spp., quatro são 
letais e dois são encontrados simultaneamente com outros virus, com evidências de efeito 
patogênico sinérgico entre elas  (KENNEDY; CRONIN, 2007; ROGERS; TAYLOR; HAWKE; 
SCHOTT et al., 2015). Callinectes sapidus Reo-like Virus 1 (também chamado RLV para 
Reo-Like Virus, ou CsRV1 (JOHNSON, 1977; TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et 
al., 2011)), está intimamente associado à episódios de elevada e rápida mortalidade de C. 
sapidus em instalações de cultivo de siri-mole na América do Norte (BOWERS; MESSICK; 
HANIF; JAGUS et al., 2010; FLOWERS; JOHNSON; AGUILAR; SCHOTT, 2018; 
SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019). O CsRV1 é um reovírus com um 




ectodérmica, especialmente hemócitos, que invadem os gânglios cerebrais e torácicos, e 
que causa tremores e paralisia nos animais infectados  (BOWERS; MESSICK; HANIF; 
JAGUS et al., 2010; JOHNSON, 1977; KENNEDY; CRONIN, 2007). O genoma de um 
segundo reovírus putativo de C. sapidus, provisoriamente denominado CsRV2, foi 
recentemente detectado e sequenciado de um siri capturado no Rio Grande do Sul, Brasil 
(ZHAO; FLOWERS; SCHOTT, 2021). No entanto, os vírions do vírus putativo não foram 
visualizados ou caracterizados nos tecidos dos siris e as manifestações histopatológicas ou 
consequências de possíveis infecções não são conhecidas. Também não há estudos sobre 
sua prevalência ou patogenicidade em qualquer espécie de Callinectes. 
Existem registros de alta prevalência de CsRV1 em C. sapidus selvagem em 
estuários da costa atlântica dos EUA e do Rio Grande do Sul, Brasil (FLOWERS; 
BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et 
al., 2019; ZHAO; BEHRINGER; BOJKO; KOUGH et al., 2020). A identificação do CsRV1 
depende da detecção do genoma do vírus usando ensaios de RT-qPCR, que é caro, 
demorado e requer instalações especializadas. Apesar da utilidade potencial, não há relatos 
de métodos de triagem visual, bioquímica ou comportamental bem-sucedidos para 
identificar siris infectados por vírus. Dada a associação do CsRV1 com a mortalidade de C. 
sapidus na produção de siri-mole e a presença do vírus em C. sapidus no Brasil, é 
importante investigar se o CsRV1 contribui para a mortalidade de C. danae na produção 
brasileira de siri-mole. Este estudo foi projetado para investigar se o CsRV1 ou qualquer 
outro vírus está associado à mortalidade de C. danae mantido em um sistema de 
recirculação, bem como avaliar se os siris infectados por vírus exibem alterações 







2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. COLETA DOS SIRIS 
Espécimes de C. danae foram obtidos por pescadores artesanais na Vila de São 
Miguel, Paranaguá, Paraná, Brasil (25°25'48" S/48°27'12" W). Os siris foram capturados 
usando armadilhas cobertas por malha de abertura de 20 mm e utilizando-se peixe como 
isca. Imediatamente após a captura, os animais foram transferidos para caixas de 
polietileno (70 litros) contendo água do mar do local da captura e mantidos sob aeração 
constante. Em cada caixa, os siris foram individualmente protegidos por telas plásticas 
flexíveis para minimizar lesões e mortalidade durante o transporte até o Centro de 
Aquicultura Marinha e Repovoamento, pertencente ao Grupo Integrado de Aquicultura e 
Estudos Ambientais (GIA), da Universidade Federal do Paraná (25°41'29.94"S, 
48°27'57.09"W). 
No laboratório, os animais foram identificados até o nível de espécie com base no 
manual de identificação desenvolvido por MELO (1996). O sexo, estágio de muda e 
eventuais lesões na carapaça ou nos apêndices foram registrados a partir do exame visual, 
conforme recomendado por autores como BAPTISTA; PINHEIRO; BLANKENSTEYN e 
BORZONE (2003), FREEMAN; KILGUS; LAURENDEAU e PERRY (1987),  OSTRENSKY; 
VENTURA; CORRÊA; SANTOS et al. (2015). A largura da carapaça (medida entre a base 
dos espinhos laterais) e o peso vivo de cada indivíduo foram aferidos, respectivamente, 
com o auxílio de um paquímetro manual e de uma balança digital de precisão (Marte AL 
500 c – 0.001 g, Brazil).  
2.2. SISTEMA EXPERIMENTAL 
Os exemplares de C. danae (n=178), sem distinção de sexo, foram colocados em 
caixas de polietileno de 70 L (n=6 siris por caixa), divididas por barreiras de PVC perfuradas, 
para evitar canibalismo. As caixas (n=31) foram interconectadas a um sistema de 




O fotoperíodo foi ajustado para 12:12 horas (claro: escuro), controlado por um temporizador 
analógico. A temperatura foi mantida em 25 ± 2°C e a salinidade em 25 ups. Os animais 
foram monitorados diariamente para identificar a ocorrência de mortes e muda. Todos os 
siris foram alimentados diariamente com peixe até a saciedade. Uma hora após a oferta de 
alimento, os resíduos e fezes foram coletados e descartados para evitar a deterioração da 
qualidade da água. 
As seguintes variáveis físicas e químicas da água foram analisadas diariamente 
como rotina durante o experimento: salinidade, medida por meio de refratômetro óptico 
(Instrutemp, Brasil); pH, através de peagâmetro digital (AZ-86505, Taiwan); temperatura 
(°C), oxigênio dissolvido (mg L-1) e percentagem de saturação de oxigênio (%), por meio de 
oxímetro digital (YSI, 550A, USA); concentração de nitrogênio na forma de amônia total (mg 
L-1 de N-AT),  obtida pelo método do indofenol (APHA, 2005) e nitrito (mg L-1 de N-NO2-) 
(APHA, 1995) mediante leitura das amostras por espectrometria (Spectronic 20 Genesys, 
USA).  
2.3. COLETA DE HEMOLINFA E DISSECÇÃO DOS SIRIS 
A coleta de hemolinfa foi realizada em três momentos, na chegada dos siris ao 
laboratório, após a primeira semana e ao final do período experimental (14 dias). A 
hemolinfa (~1 mL) foi coletada de indivíduos (n=111) escolhidos ao acaso, a partir da 
membrana artrodial localizada na base do quinto pereiópodo, utilizando seringas do tipo 
insulina contendo citrato de sódio a 10% como anticoagulante (INOHARA; PINTO; MODEL; 
TRAPP et al., 2015). Após o período experimental, os siris sobreviventes foram 
crioanestesiados por 15 min. para a última coleta de hemolinfa e dissecados. Os animais 
que morreram durante o período experimental também foram dissecados logo após a sua 
morte. Durante a dissecção foram coletadas amostras de hepatopâncreas, gônadas e a 




imediatamente transferidas para tubos de microcentrífuga de 2 mL e armazenadas a -20°C 
para posterior análise.  
2.4. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DA HEMOLINFA 
Após a coleta, as amostras de hemolinfa foram transportadas em uma caixa de 
isopor com gelo seco até o Laboratório de Genética do GIA, em Curitiba, Paraná, para a 
extração de RNA. As amostras de hemolinfa (~100 µL) foram homogeneizadas em 1 mL de 
solução ácida contendo tiocianato de guanidínio, acetato de sódio, fenol e clorofórmio, 
elaborada conforme o protocolo de preparação da solução adaptado por RODRIGUEZ-
EZPELETA; TEIJEIRO; FORGET; BURGER et al. (2009). A extração do RNA foi realizada 
seguindo o protocolo proposto por SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al. (2019). 
Os fragmentos de RNA resultantes foram então dissolvidos em EDTA 1 mM para diminuir 
a degradação do RNA e armazenadas a -20°C. As amostras de controle negativo (água 
destilada) foram extraídas antes e depois dos conjuntos de amostras dos siris testados para 
monitorar a contaminação cruzada entre cada amostra. A pureza e concentração do RNA 
foram avaliadas por fluorimetria Qubit® 4.0 (Thermo Fisher Scientific, USA), realizada de 
acordo com recomendações do fabricante. 
2.5. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DO MÚSCULO DOS PEREIÓPODOS 
As amostras de músculo dos pereiópodos de cada siri foram preservadas em etanol 
95% e transportadas até o Institute of Marine and Environmental Technology (IMET), 
pertencente a University of Maryland Center for Environmental Science, Maryland, EUA, 
para extração de RNA total e posterior determinação da carga viral de CsRV1. Os 
pereiópodos foram dissecados com lâminas de barbear estéreis, e todas as superfícies de 
manuseio foram limpas com solução de hipoclorito de sódio a 10% para evitar possíveis 
contaminações. Fragmentos de 25-100 mg de músculo foram excisados de um pereiópodo 
e homogeneizados em 1 mL de solução ácida de extração, conforme descrito acima. 




homogeneizador FastPrep24 (MP Biomedicals, USA) na velocidade de 4,5 metros/segundo 
(m/s) por 30 segundos. Todo processo de extração foi realizado conforme o protocolo 
descrito anteriormente. As amostras de controle negativo (músculo de peixe congelado) 
foram extraídas antes e depois dos conjuntos de amostras dos siris testados para monitorar 
a contaminação cruzada entre cada amostra. Após a extração, a pureza e concentração do 
RNA foram avaliadas por espectrofotometria NanoDrop 2000™ (Thermo Fisher Scientific, 
USA), realizada de acordo com recomendações do fabricante. 
2.6. QUANTIFICAÇÃO DE CsRV1 POR RT-qPCR (REVERSE TRANSCRIPTION-
QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN REACTION) 
A infecção por CsRV1 foi avaliada medindo o número de cópias do genoma de 
CsRV1 presente no músculo dos siris, usando os métodos RT-qPCR adaptados de 
FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al. (2016), usando um par de primers 
projetado para detectar uma região de 158 pb do nono segmento genômico de CsRV1 
(GenBank entry KU311716): 5′‐TGCGTTGGATGCGAAGTGACAAAG‐3′ (RLVset1F) and 
5′‐GCGCCATACCGAGCAAGTTCAAAT‐3′ (RLVset1R). As curvas de calibração do 
genoma de CsRV1 para RT-qPCR foram produzidas por dsRNA viral purificado e isolado 
(preparado de acordo com os métodos de BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al. 
(2010)) de siris coletados nos Estados Unidos e que apresentavam infecções intensas por 
CsRV1, com mais de 108 cópias por mg de músculo. O dsRNA genômico viral foi 
quantificado, e então os padrões foram preparados a partir de diluições em série calculadas 
para 10 a 107 cópias por microlitro. 
A reação de RT-PCR foi desenvolvida com o qScript™ One-Step SYBR® Green qRT-
PCR Kit, Low ROX™ (Quanta Bio - Cat.No.:95089-050) em reações de 10 µL contendo 0,5 
µM de cada primer específico para CsRV1. Os primers foram dissolvidos em 1mM de 
EDTA. Para emparelhar os primers de PCR no dsRNA, os primers e o RNA extraído foram 




adicionados à mistura de reação da transcriptase reversa e da Taq polimerase. A 
transcrição reversa e a reação de amplificação foram conduzidas em um termociclador 
(Applied Biosystems Fast 7500), utilizando temperatura inicial de 50°C por 5 min. 
(transcrição reversa), seguido de 5 min. a 95°C (inativação da transcriptase reversa e 
desnaturação do template). A amplificação foi alcançada por meio de 40 ciclos de 5 
segundos a 95°C (fusão) e 30 segundos a 61°C (anelamento e extensão), seguido por uma 
análise da curva de fusão monitorando a fluorescência SybrGreen durante a variação 
gradual da temperatura de 61°C a 95°C para verificar a amplificação do produto esperado 
(FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016). 
2.7. IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO dsRNA DE CsRV2 
Um total de 5 µL do RNA total de cada amostra de C. danae foi submetido a 
eletroforese em gel de agarose a 1% (solução tampão TBE 0,5X) e visualizado por 
coloração com brometo de etídio ou, quando disponível, o corante alternativo GelRed™ 
(Biotium, CA, USA), e detecção fluorométrica. Para cada amostra aplicada, utilizou-se 1 μL 
de corante Gel Loading Dye Purple (6X) (Cat.No.:B70255, New England Biolabs, USA). No 
caso do ladder, utilizou-se 1 μL do corante e 1 μL de marcador de peso molecular 1 kb 
(Cat.No.:N32325, New England Biolabs, USA). As condições da eletroforese (voltagens, 
amperagem e tempo) foram padronizadas para permitir a comparação de bandas em 
diferentes géis.  
Para elaborar um método semiquantitativo da intensidade da banda de dsRNA, os 
géis de agarose foram digitalizados sob luz ultravioleta (UV) e documentadas (no formato 
tiff.) usando um sistema de documentação de gel ChemiDoc™ (Bio-rad, Austrália). Todos 
os parâmetros e condições experimentais utilizados foram mantidos constantes ao longo 
do estudo. A intensidade das bandas do dsRNA viral foi processada por densitometria 
digitalizada das fotografias, usando o programa Image J versão 1.8.0 de domínio público, 




2004). Por conveniência pragmática, apesar das incertezas sobre a caracterização do 
segundo reovírus putativo e seus efeitos potenciais no hospedeiro, este estudo se refere a 
esse reovírus putativo como CsRV2 sem qualificação, e aos siris cujos RNAs extraídos 
mostraram o padrão eletroforético característico de ZHAO; FLOWERS e SCHOTT (2021), 
como infectado com CsRV2. 
2.8. AVALIAÇÃO DE ASPECTOS COMPORTAMENTAIS 
As respostas comportamentais dos siris (n=100) foram analisadas usando o teste 
RAMP (preditor de mortalidade por ação reflexa) para avaliar se a infecção viral por CsRV2 
estava associada a mudanças comportamentais em C. danae antes de cada coleta de 
hemolinfa (dias 0, 7 e 14). Este teste foi composto pela análise dos seis reflexos (Tabela 4) 
descritos por STONER (2012). A partir dos resultados obtidos, foi criado um índice com 
pontuação variando de 0 (nenhum reflexo perdido) a 6 (todos os reflexos ausentes). A 
proporção de comprometimento reflexo foi calculada por meio da soma da pontuação dos 
reflexos para cada animal e divisão pelo total de reflexos observados. Os valores obtidos 
foram utilizados para a análise estatística e foram correlacionados com a presença do vírus. 
Tabela 4. Reflexos avaliados durante o teste RAMP (STONER, 2012). 
 Ordem de 
observação Reflexo observado Descrição da análise 
1 Extensão dos quelípodos 
O animal foi levantado com a carapaça para cima e 
foi observado a extensão dos quelípodos em um 
plano horizontal. Em animais saudáveis, foi esperada 
a retração dos quelípodos na direção posterior. 
2 Retração dos quelípodos 
Os quelípodos foram empurrados na direção anterior. 
Em animais normais, foi esperada uma forte retração 
dos apêndices na direção oposta. 
3 Fechamento da quela 
As quelas foram tocadas com um objeto. Em animais 
saudáveis, foi esperada uma forte resposta de 
fechamento. 
4 Retração do olho 
O pedúnculo ocular foi cuidadosamente tocado com 
um objeto pontiagudo. A retração lateral do pedúnculo 
ocular em direção à carapaça foi esperada. 
5 Fechamento da boca 
O terceiro maxilípede foi cuidadosamente empurrado 
com um objeto pontiagudo. A resposta reflexa 
esperada em um indivíduo normal foi a retração. 
6 "Chute" 
Um objeto pontiagudo foi usado para levantar seus 
apêndices abdominais. O reflexo esperado foi uma 





2.9. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
As amostras de hemolinfa (~0.9 mL), hepatopâncreas, músculo e gônadas foram 
enviadas, em caixa de isopor com gelo seco, ao Laboratório de Metabolismo e 
Endocrinologia Comparada (LAMEC), Departamento de Fisiologia, Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, Brasil, para análise bioquímica das 
alterações metabólicas resultantes da resposta secundária ao estresse causada pela 
infecção viral. As concentrações de glicose, triglicerídeos e proteínas totais nas amostras 
de hemolinfa foram determinadas usando kits comerciais Labtest e analisadas em um 
espectrofotômetro, como rotineiramente usado na bioquímica clínica, e os resultados foram 
expressos em mg dL-1 (ANTUNES; DO AMARAL; RIBARCKI; WIILLAND et al., 2010).  
A extração e determinação da concentração de glicogênio nas amostras foram 
realizadas utilizando a metodologia descrita por INOHARA; PINTO; MODEL; TRAPP et al. 
(2015). Para a determinação das concentrações de triglicerídeos, as amostras de 
hepatopâncreas foram homogeneizadas em solução salina 0.9% na proporção 1:10 
(peso/volume) e a concentração de triglicerídeos foi determinada usando o mesmo kit 
comercial LABTEST já descrito para a determinação dos triglicerídeos hemolinfáticos 
(MODEL; DOS SANTOS; DA SILVA; VINAGRE, 2019). Os resultados foram expressos em 
mg g-1 de tecido. 
2.10. ANÁLISE DE DADOS 
Um banco de dados foi criado e organizado usando o Excel®. A qualidade da água 
nas unidades experimentais e os dados biométricos dos animais mantidos em cativeiro 
foram analisados pelos testes de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnoff, 
seguido pelo teste de homogeneidade das variâncias de Chochan C., Hartley & Bartlett e 
pelo teste de homocedasticidade. A sobrevivência dos siris durante o experimento foi 
analisada através das curvas de Kaplan-Meier e comparadas através dos métodos Mantel-




versão 22). Os dados dicotômicos sobre a prevalência do vírus foram analisados pelo teste 
de qui-quadrado (X2) de Pearson para tabela de contingência 2x2. Os dados fisiológicos, 
comportamentais e densitométricos foram agrupados em dois tratamentos (infectados e 
não-infectados ou mortos e sobreviventes) e os resultados, quando paramétricos, 
analisados através de ANOVA One way, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Dados não 
paramétricos foram analisados através dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Em 
todas as análises, realizadas utilizando-se o software Statsoft Statistica®, versão 10, foi 
considerando um nível de significância de 5% (α = 0,05).  
3. RESULTADOS 
3.1. QUALIDADE DA ÁGUA 
As características físicas e químicas da água do sistema de cultivo permaneceram 
relativamente estáveis e dentro dos limites recomendados para caranguejos cultivados 
durante todo o período experimental, com exceção da concentração de nitrito e oxigênio 
dissolvido (Tabela 5). 
Tabela 5. Média ± desvio padrão das variáveis de qualidade da água do sistema 
experimental e valores recomendados para os caranguejos de aquicultura propostos por 
MALONE e BURDEN (1988) e HOCHHEIMER (1988). 
Variáveis físicas e 
químicas Média ± desvio padrão 
Valores recomendados por 
MALONE e BURDEN (1988) e 
HOCHHEIMER (1988) 
Temperatura (ºC) 25 ± 0,20 22-28 
Oxigênio dissolvido (mg L-1) 5,76 ± 0,63 >7,0 
Oxigênio dissolvido (%) 78,0 ± 5,71 Nd* 
pH 8,0 ± 0,10 6,5-8,5 
Salinidade 25,3 ± 0,46 ± 5 ups do local de coleta 
Amônia total (mg L-1) 0,07 ± 0,05 <1,0 
Nitrito (mg L-1) 0,93 ± 0,21 <0,5 





No total, 48,9% (n=91) dos siris morreram durante o experimento. A análise da curva 
de sobrevivência de Kaplan-Meier revelou que o que as mortes ocorreram de forma 
relativamente uniforme desde o primeiro até o decimo quarto dia de experimento (Figura 
6). Quando os siris chegaram ao laboratório, foi observado que 35,4% apresentaram 
lesões, como a ausência de um ou dois quelípodos e de até quatro pereiópodos. Um total 
de 58,7% dos siris com alguma lesão morreu durante o período experimental. Usando os 
métodos Mantel-Cox, Breslow e Tarone-Ware, a mortalidade de siris com lesões e intactos 
não foi significativamente diferente (p>0,05). Além disso, não houve diferença estatística 
(p>0,05) na sobrevivência entre siris de diferentes sexos (fêmea: 44%, macho: 53,2%) ou 
estágios de muda (pré-muda: 47,3%, intermuda: 51,5%). 
Figura 6. Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier de espécimes de Callinectes danae 
mantidos em condições experimentais por 14 dias: (A) curva de sobrevivência do conjunto 
total de siris testados; (B) curvas de sobrevivência dos siris intactos, sem qualquer lesão 
visível e dos animais que apresentavam alguma lesão ou ausência de pereiópodos. Não 
foram encontradas diferenças significativas entre animais intactos e lesionados de acordo 
com o teste de Mantel-Cox, Breslow e Tarone-Ware.  
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3.3. PREVALÊNCIA DE CsRV1 USANDO RT-qPCR E DESCOBERTA DE CsRV2 
PELA VISUALIZAÇÃO DO GENOMA PUTATIVO DO REOVÍRUS 
O RNA total do músculo de C. danae foi analisado usando o ensaio RT-qPCR para 
CsRV1. As curvas de calibração usualmente apresentavam uma inclinação próxima a -
3,493 e coeficiente de determinação (R2) superior a 0,996 entre a cópia do genoma e o 
ciclo do limiar. Entretanto, todas as amostras de RNA total dos siris analisados (n=178) 
foram negativas para CsRV1. Portanto, na busca por evidências de possível presença de 
outros vírus, o RNA total de todos os siris foi analisado por eletroforese em gel de agarose. 
A análise mostrou que 12 bandas de dsRNA aparente eram evidentes em muitas das 
amostras teciduais dos siris. Observou-se, entretanto, que a migração das bandas de 
dsRNA foi diferente das bandas produzidas pelo genoma CsRV1 (Figura 7). Os tamanhos 
dos 12 fragmentos foram estimados entre 3,6 e 0,7 kb, com base na comparação com um 
marcador de peso molecular de 1 kb. O vírus putativo foi aqui provisoriamente identificado 
como "Callinectes sapidus Reo-like Virus 2", ou CsRV2, com base na semelhança com o 




















Figura 7. Eletroforese de um dsRNA de um isolado norte-americano CsRV1 de Callinectes 
sapidus e um dsRNA de CsRV2 de Callinectes danae mantidos em um sistema de 
recirculação. Os tamanhos das bandas de dsRNA foram determinados por comparação 
com marcador de peso molecular 1 kb mostrado na primeira linha (Cat.No.: SM1331, 
Thermo Fisher Scientific, USA). 
 
O dsRNA do genoma putativo de CsRV2 foi identificado no RNA extraído do músculo 
de 78% (n=139) dos siris analisados após todo o período o experimental. Além disso, 
também foi possível observar o dsRNA de CsRV2 no RNA extraído da hemolinfa de C. 
danae, com prevalência de 42% no início do experimento e 88,5% após 14 dias de 
experimento. Não houve diferença estatística na prevalência de CsRV2 entre as amostras 
de hemolinfa e de músculo, segundo o teste de qui-quadrado de Pearson (Figura 8A). A 
análise por densitometria mostrou padrões semelhantes, com aumento da densidade 
relativa das bandas do genoma putativo de CsRV2 ao longo do período experimental 
(Figura 8B). Apesar da alta prevalência de CsRV2 observada em C. danae, não houve 
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diferença significativa na presença do genoma de CsRV2 na hemolinfa dos siris que 
morreram ou sobreviveram durante o experimento. Porém, analisando as amostras de 
músculo, foi observada maior prevalência e densidade das bandas de dsRNA viral nos 
animais que sobreviveram até o último dia de experimento (Tabela 6). 
Figura 8. Prevalência de CsRV2 (A) e intensidade relativa das bandas de dsRNA (B) do 
RNA extraído da hemolinfa (barra cinza) e músculo (barra preta) de Callinectes danae ao 
longo de 14 dias de cativeiro. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) 
de acordo com o teste de qui-quadrado de Pearson (X2) para dados de prevalência (%) e 
ANOVA One-way, seguido do teste post hoc de Tukey para densidade relativa das bandas 
de dsRNA (Média ± DP). Letras minúsculas indicam diferenças entre a prevalência de 
CsRV2 identificada na hemolinfa dos siris ao longo do período experimental. Letras 
maiúsculas indicam diferenças na prevalência entre as amostras de hemolinfa e músculo 
no último dia de experimento.  
 
Tabela 6. Prevalência de CsRV2 e densidade relativa de bandas de dsRNA de siris, 
Callinectes danae, que sobreviveram ou morreram durante o período experimental. 












dsRNA          








dsRNA           
(média ± DP) 
Hemolinfa 
0 12,5a 8 0,7 ± 0a 50a 45 0,5 ± 1,4a 
7 100b 10 0,5 ± 0,4a 96,4b 29 0,6 ± 0,7b 
14 86,6b 30 1,8 ± 3,3b 100b 5 1,1 ± 3,1b 
Músculo 14 87,3A 87 1,0 ± 1,2A 68,1B 91 0,5 ± 0,5B 
Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) de acordo com o teste Qui-
quadrado de Pearson para dados de prevalência e ANOVA One-way e o teste de Tukey 
para comparar conjuntos de dados de densidade relativa. As letras minúsculas indicam 
diferenças entre os dias de experimento (direção vertical). Letras maiúsculas indicam 
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Usando o método de qui-quadrado, não foi observada diferença estatística (p>0,05) 
na prevalência de CsRV2 entre fêmeas (n=84, prevalência de 78,6%) e machos (n=94, 
prevalência de 76,6%). Além disso, também não foi observada diferença significativa da 
prevalência de CsRV2 entre siris em estágio de intermuda e pré-muda (p>0,05) após 14 
dias de experimento. No entanto, também usando o método do qui-quadrado, a prevalência 
de CsRV2 foi significativamente menor nos siris que realizaram a muda com sucesso, 
quando comparada com a prevalência de CsRV2 de siris em pré-muda (Tabela 7). Dos 
animais testados, 62,6% passaram do estágio de intermuda para o de pré-muda ao longo 
do período experimental. No entanto, apenas 4% dos siris em pré-muda realizaram a muda 
com sucesso e somente os animais já coletados em pré-muda conseguiram realizar a muda 
durante o período experimental. 
Tabela 7. Prevalência de CsRV2 em Callinectes danae de diferentes estágios de muda 
após 0 e 14 dias em condições de laboratório. 
Estágio de muda 
Tempo (dias) 
0 14 
n Prevalência de CsRV2 (%) n 
Prevalência de CsRV2   
(%) 
Intermuda 171 44,4 63 79,4a 
Pré-muda 7 0 115 76,5ab 
Muda 0 0 5 40b 
Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) de acordo com o teste Qui-
quadrado de Pearson para dados de prevalência. 
3.4. AVALIAÇÃO METABÓLICA 
Os níveis de glicose, triglicerídeos e proteínas totais na hemolinfa de C. danae não 
apresentaram diferenças significativas (p>0,05) entre os animais infectados e não 
infectados por CsRV2 (Tabela 8). Nos siris não infectados por CsRV2, os metabólitos da 
hemolinfa permaneceram constantes (p>0,05) ao longo do experimento. Os níveis de 
proteínas totais nos animais infectados por CsRV2 permaneceram constantes até o sétimo 




Nos siris não infectados por CsRV2, a concentração de proteína total diminuiu até o sétimo 
dia e permaneceu a mesma até o último dia do experimento, mas não houve diferença 
estatística (p>0,05) devido ao número reduzido de siris não infectados amostrados. 
Quando os sexos foram analisados separadamente, não houve diferenças 
significativas nas concentrações de glicose, triglicerídeos e proteínas totais na hemolinfa 
de machos ou fêmeas infectados e não infectados. A concentração de glicose plasmática 
de machos infectados aumentou significativamente ao longo do tempo, mas esse aumento 
não foi observado para fêmeas infectadas e não infectadas. Não foi possível analisar as 
alterações metabólicas em machos não infectados, devido à falta de amostras de machos 
não infectados da última semana do experimento. Por outro lado, as concentrações de 
triglicérides na hemolinfa das fêmeas infectadas diminuíram (p<0,05) ao longo do 
experimento, o que não ocorreu em machos. A concentração total de proteína diminuiu 
significativamente do dia 7 ao 14 tanto em fêmeas infectadas quanto em machos infectados. 
O tamanho da amostra (n=3 e 1 para os dias 7 e 14, respectivamente) para siris não 
infectados foi muito baixo. 
As concentrações de triglicerídeos nas gônadas e no hepatopâncreas seguiram um 
padrão semelhante entre os siris infectados com CsRV2 e não infectados. No entanto, os 
níveis de glicogênio no hepatopâncreas diminuíram (p<0,05) nos siris infectados em 
comparação com os não infectados (Tabela 9). A concentração de glicogênio e 
triglicerídeos no hepatopâncreas e gônadas não foi significativamente diferente quando o 
sexo dos siris infectados e não infectados foram comparados separadamente ou entre siris 








Tabela 8. Relação da infecção por CsRV2 e as concentrações de glicose, triglicerídeos e proteínas totais na hemolinfa de fêmeas e 
machos de Callinectes danae mantidos em condições de laboratório. Os valores são expressos como mediana (min-máx) em mg dL-1. 
Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e o teste U de Mann Whitney. As 
letras minúsculas indicam diferenças entre os dias de experimento (direção vertical). Não houve diferença significativa entre os siris 




Metabólitos plasmáticos Tempo (dias) 
Siris positivos para CsRV2 Siris negativos para CsRV2 
Mediana  
(min-max) Total n 
Mediana  
(min-max) Total n 
Total Machos Fêmeas  Total Machos Fêmeas  
Glicose 
0 9,3                             (3,7-14,9) 
7,7a                          
(1,7-9,8) 
9,2                                    
(5,7-19,5) 15 
8,5                               
(1,7-19,5) 
9,3                                     
(3,7-14,5) 
10,8                 
(4,5-14,9) 22 
7 8,9
                              
(3,5-44,8) 
9,7a                             
(6,6-16,2) 
8,2                                  
(3,5-44,8) 35 
6,4                          
(6,4-6,4) -  
6,4                            
(6,4-6,4) 1 
14 7,9                              (3,1-19,3) 
10,6b                      
(8,2-19,3) 
7,1                                              
(3,1-19,2) 26 
3,8                       
(0,5-12,9) -  
3,8                                 
(0,5-12,9) 4 
Triglicerídeos 
0 14,9                          (4,9-36,2) 
9,4                        
(4,9-14,6) 
20,6a                                      
(7,2-36,2) 14 
13,3                                   
(6,6-79,5) 
12,2                    
(6,6-79,5) 
19,0                     
(7,5-63,1) 22 
7 11,0
                            
(7,3-71,7) 
9,3                                   
(7,3-11,0) 
13,8b                                    
(8,3-71,7) 33 
25,6                                
(25,6-25,6) - 
25,6                          
(25,6-25,6) 1 
14 10,2                            (5,2-74,9) 
5,7                           
(5,2-74,9) 
9,3b                                                       
(8,1-9,7) 26 
9,3                                     
(8,1-9,7) -  




a                             
(1,0-4,0) 
2,2a                                    
(1,0-3,8) 
2,3a                                
(1,5-4,0) 15 
2,6                                    
(1,0-4,2) 
2,3                         
(1,0-3,6) 
2,7                            
(1,5-4,2) 18 
7 2,8
a                              
(1,4-3,3) 
2,3a                                          
(1,4-3,3) 
3,0a                                      
(1,7-3,3) 32 
1,8                                            
(1,9-1,9)  - 
1,9                                 
(1,9-1,9) 1 
14 1,9
b                              
(1,4-3,3) 
1,8b                                
(1,4-2,4) 
1,9b                        
(1,2-2,7) 28 
1,9                                
(1,6-1,9)  - 






Tabela 9. Relação da infecção por CsRV2 e as concentrações de glicogênio no hepatopâncreas e triglicerídeos no hepatopâncreas e 
gônadas de siris machos e fêmeas (Callinectes danae) mantidos em condições de laboratório. Os valores são expressos como mediana 





Siris positivos para CsRV2 Siris negativos para CsRV2 




Total Machos Fêmeas Total Machos Fêmeas 

































TG: Triglicerídeos das gônadas; GH: Glicogênio do hepatopâncreas; TH: Triglicerídeos do hepatopâncreas. Letras maiúsculas indicam 




3.5. AVALIAÇÃO DE ASPECTOS COMPORTAMENTAIS 
O CsRV2 foi detectado em 74% (n=74) dos siris cujos reflexos foram avaliados. Entre 
os animais infectados, 48,6% (n=36) não perderam nenhum dos seis reflexos avaliados e 
51,4% (n=38) apresentaram alguma mudança de comportamento. A proporção de 
comprometimento reflexo considerando todos os seis reflexos diferiu significativamente 
(p<0,05) entre os siris infectados com CsRV2 e não infectados apenas no sétimo dia do 
experimento (Tabela 10). Nos siris infectados com CsRV2, o comprometimento do reflexo 
aumentou após 7 dias e permaneceu estabilizado até o final do experimento. Dos seis 
reflexos de RAMP analisados, o chute foi o que apresentou maior redução ao longo do 
experimento (era de 23% no início, passou para 44,1% ao final de 7 dias e, ao final de 14 
dias, 69,4% dos animais não apresentavam mais esse reflexo, Figura 9A).  
Enquanto isso, os reflexos de retração do quelípodo, retração ocular e fechamento 
da boca foram mais raramente perdidos. O teste U de Mann Whitney indicou uma diferença 
significativa na perda do reflexo de chute entre os siris infectados e não infectados, 
enquanto os outros reflexos não apresentaram alterações significativas (Figura 9B). Além 
disso, o teste U de Mann Whitney não mostrou diferença significativa (p>0,05) nas 
concentrações de proteínas totais, triglicerídeos e glicose na hemolinfa entre os siris que 









Tabela 10. Relação do efeito da infecção pelo CsRV2 com o comprometimento dos reflexos 
motores (RAMP) de Callinectes danae mantida em condições de laboratório. 
    Proporção do comprometimento reflexo (RAMP)                                                           Mediana (min-máx) 
  Tempo (dias) 
Siris negativos 
para CsRV2 n 
Siris positivos 
para CsRV2 n 
Todos os 
reflexos testados 
0 0,0                                  (0,0-0,17) 26 
0,00a                          
(0,0-0,3) 74 
7 0,0
A                                     
(0,0-0,17) 13 
0,17Bb                         
(0,0-0,8) 58 
14 0,0
                                    
(0,0-0,17) 3 
0,17b                          
(0,0-0,7) 32 
Letras minúsculas indicam diferenças significativas (p<0,05), utilizando-se os testes de 
Friedman ANOVA e Wilcoxon entre os dias de experimento. Letras maiúsculas indicam 
diferenças significativas, de acordo com o teste U de Mann Whitney, entre os siris 
infectados e não infectados por CsRV2 para cada dia do experimento. 
 
Figura 9. (A) Porcentagem de indivíduos Callinectes danae com reflexos comprometidos 
durante o experimento; (B) Porcentagem de siris infectados e não infectados por CsRV2 
que tinham reflexo de chute comprometido. Letras minúsculas representam diferenças 
significativas no reflexo (p<0,05; teste de Friedman ANOVA seguido por Wilcoxon). Letras 
maiúsculas representam diferenças significativas entre animais infectados e não infectados 
ao longo do experimento (teste U de Mann Whitney). 
 
4. DISCUSSÃO 
O presente estudo forneceu a primeira quantificação da mortalidade do siri-azul C. 
danae cultivado em sistema de recirculação. Foi também o primeiro estudo a investigar se 
CsRV1, que é patogênico para C. sapidus em sistemas de produção de siri-mole, estava 
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presente em C. danae em cativeiro. A investigação revelou que, embora o CsRV1 não tenha 
sido detectado, um novo reovírus putativo, provisoriamente denominado CsRV2, era 
altamente prevalente. A prevalência de CsRV2 não foi associada à mortalidade, embora a 
carga viral tenha aumentado ao longo do tempo entre os siris sobreviventes. O estudo 
investigou a correlação do CsRV2 com o estado metabólico e sinais comportamentais em 
C. danae capturado no ambiente natural e mantido em cativeiro. 
4.1. MORTALIDADE 
No Brasil, informações sobre o cultivo de siris Callinectes spp., bem como sobre as 
taxas de mortalidade em empreendimentos comerciais ainda raras, tanto em função do 
pequeno número de empresas brasileiras que atuam no setor, como em relação aos 
segredos comerciais usualmente envolvidos. No entanto, a taxa de mortalidade registrada 
no presente estudo foi semelhante à relatada por OSTRENSKY; VENTURA; CORRÊA; 
SANTOS et al. (2015), que teve como objetivo identificar as características biológicas de C. 
danae e C. exasperatus para a produção de siri-mole no Brasil. Naquele caso, os autores 
relataram taxas de mortalidade em um sistema de fluxo contínuo que variaram de 37,5% a 
60% para C. danae e C. exasperatus, respectivamente.  
Os principais microrganismos patogênicos relatados como causadores de 
mortalidade em Callinectes spp. incluem o protozoário Hematodinium perezi (SHIELDS, 
2000; STENTIFORD; SHIELDS, 2005), a bactéria Vibrio spp. (THIBODEAUX; BURNETT; 
BURNETT, 2009), o microsporídio Ameson michaelis (SHIELDS; OVERSTREET, 2007) e 
o reovírus CsRV1 (SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019). A causa da alta 
taxa de mortalidade de C. danae no presente estudo não foi determinada, mas não há 
evidências de que a maioria das mortes foi causada por infecções bacterianas ou por 
protistas. A mortalidade causada por bactérias ocorre rapidamente, geralmente nos 
primeiros três dias de infecção, pois as bactérias são normalmente controladas pela 




michaelis em siris são relativamente raras, geralmente encontradas em baixa prevalência 
e os animais infectados apresentam lise muscular severa que resulta em uma condição 
conhecida como "siri de algodão", uma condição não identificada nos animais analisados 
(KENNEDY; CRONIN, 2007). Hematodinium perezi é um dinoflagelado patogênico que 
causa uma alta taxa de mortalidade em C. sapidus, mas não foi detectado em C. danae em 
investigações anteriores usando RT-qPCR (Tavares et al., dados não publicados). 
Os patógenos virais são os principais agentes infecciosos que limitam a 
sobrevivência dos siris na aquicultura em escala comercial (KENNEDY; CRONIN, 2007; 
PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO, 2012; SHIELDS; OVERSTREET, 2007). Entre as oito 
espécies de vírus relatadas em Callinectes spp. ao longo da costa atlântica, quatro são 
letais, como o vírus Bi-Facies herpes-like (BFV ou HLV) (JOHNSON, 1978), o picornavírus 
da baía de Chesapeake (CBV) (JOHNSON, 1978), o Rhabdo-like virus (RhVA) (JAHROMI, 
1977) e Callinectes sapidus reovírus 1 (CsRV1) (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et 
al., 2010). CsRV1 é o vírus mais associado a episódios de alta e rápida mortalidade de C. 
sapidus em instalações de cultivo de siri-mole, com mortalidade de até 100% em poucos 
dias após as injeções experimentais (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; 
FLOWERS; JOHNSON; AGUILAR; SCHOTT, 2018; JOHNSON, 1977; SPITZNAGEL; 
SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019; TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et al., 
2011). O fato de que esse vírus não foi detectado em nenhum exemplar de C. danae neste 
estudo sugere que o patógeno está ausente da região geográfica ou que C. danae não é 
um hospedeiro para CsRV1. O primeiro é improvável, visto que ZHAO; BEHRINGER; 
BOJKO; KOUGH et al. (2020) relatam CsRV1 em toda a área de ocorrência de C. sapidus. 
Nenhuma diferença significativa foi observada na prevalência do suposto reovírus 
em siris mortos ou sobreviventes no presente estudo, sugerindo que o CsRV2 não é 
patogênico para C. danae nessas condições. Vírus potencialmente patogênicos podem 




mortalidade até que os estresses ambientais ou de desenvolvimento se combinem com a 
infecção para causar a doença (WALKER; GUDKOVS; PADIYAR; STALIN RAJ et al., 
2011). Um exemplo bem conhecido é o surto da doença do vírus da síndrome da mancha 
branca em fazendas de camarão induzida por uma mudança rápida na salinidade ou 
temperatura (GRANJA; ARANGUREN; VIDAL; ARAGON et al., 2003). Em crustáceos, o 
desenvolvimento da doença também está fortemente associado às características da 
história de vida do hospedeiro, como estágio de muda, condição física, sexo e idade 
(BATEMAN; HICKS; STENTIFORD, 2011). 
Embora a associação entre a mortalidade e a infecção pelo suposto CsRV2 não 
tenha sido evidente no presente estudo, a mortalidade de crustáceos é frequentemente 
relatada em infecções experimentais com outras espécies de reovírus. A injeção 
experimental de reovírus P purificado causou inicialmente tremores em 60% dos 
exemplares de Macropipus depurator, seguido por paralisia e mortalidade de 70 a 80% dos 
animais infectados após 9 dias (BONAMI; COMPS; VEYRUNES, 1976). A infecção 
experimental de Mud Crab Reovirus (MCRV) em S. serrata por injeção intramuscular, 
inoculação por imersão em água e inoculação oral também levou a 100% de mortalidade, 
enquanto a coabitação causou 80% de mortalidade (WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 
2007). A infecção experimental de EsRV905 e EsRV816 purificados em Eriocheir sinensis 
causou 30% de mortalidade, além disso, a taxa de mortalidade foi aumentada em 
coinfecções com vírus do tipo bunyavirus (BONAMI; ZHANG, 2011; ZHANG; SHI; ZHANG; 
BONAMI, 2004).  
De acordo com ZHAO; FLOWERS e SCHOTT (2021), CsRV2 e EsRV905 pertencem 
ao mesmo gênero, Cardoreovirus, pois compartilham nucleotídeos e aminoácidos 
semelhantes. Devido à semelhança genômica do CsRV2 com um reovírus fatal para siris 




os riscos associados à infecção por esse vírus até então desconhecido para a indústria 
aquícola de siris-moles no Brasil. 
A mortalidade de siris também pode ser resultado do estresse de captura, manuseio, 
transporte, temperatura, lesões e má qualidade da água, especialmente em sistemas de 
aquicultura mal administrados (JOHNSON, 1976). Para evitar o estresse excessivo e a 
consequente mortalidade, o protocolo de coleta e transporte recomendado por CHAVES e 
EGGLESTON (2003) foi seguido rigorosamente. Embora a mortalidade dos siris tenha sido 
alta no presente estudo, não houve picos de mortalidade no início do período de cultivo, 
sugerindo que a captura e o transporte não foram as principais causas de mortalidade de 
C. danae. Além disso, a ausência de alterações nos metabólitos da hemolinfa dos siris não 
infectados corrobora a eficiência do método de coleta e transporte. 
Também há poucas evidências de que a mortalidade dos siris em cativeiro estava 
relacionada aos parâmetros de qualidade da água durante o experimento. Dos valores 
indicados por MALONE e BURDEN (1988) e por HOCHHEIMER (1988) como ideais para 
o cultivo de caranguejos, apenas o nitrito apresentou variação acima dos limites 
recomendados, enquanto as concentrações de oxigênio dissolvido apresentaram variação 
abaixo dos limites considerados ideais.  No entanto, conforme descrito abaixo, a variação 
de nitrito e oxigênio não parece ter interferido nos resultados. Segundo ARY e POIRRIER 
(1989) os siris-azuis possuem uma tolerância relativamente alta ao nitrito, os autores 
registram uma taxa mortalidade de apenas 4,5% nos siris em pré-muda após 96 horas de 
exposição a 10 mg L-1 N-NO2, que representa uma concentração 10 vezes maior que a 
concentração média registrada no presente estudo. Já em relação ao oxigênio dissolvido, 
TOMASETTI; MORRELL; MERLO e GOBLER (2018) consideraram como "moderadas 
condições de hipóxia" concentrações  inferiores a 4 mg L-1 O2.  BRILL; BUSHNELL; ELTON 




são da ordem de 45% de saturação e que as taxas metabólicas após alimentação ou 
exercício não são comprometidas com o oxigênio dissolvido acima de 50% de saturação.  
4.2. PREVALÊNCIA DE REOVÍRUS 
Uma das hipóteses testadas para explicar a mortalidade dos animais no presente 
estudo seria a presença do vírus CsRV1, semelhante à correlação desse reovírus com a 
mortalidade em C. sapidus em cultivo (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; 
SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019). CsRV1 está presente em 30-33% 
dos C. sapidus coletados na Lagoa do Tramandaí, Rio Grande do Sul, Brasil (FLOWERS; 
BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016) e 10% em Punta del Este, Uruguai (ZHAO; 
BEHRINGER; BOJKO; KOUGH et al., 2020), o que mostra que este vírus é endêmico da 
América do Sul. Embora a ausência do CsRV1 em C. danae refute a hipótese, isso não 
significa que C. danae nunca poderá ser um hospedeiro. Os vírus têm habilidades 
diferenciais para infectar, transmitir e causar doenças em taxa de hospedeiros específicos, 
e essa capacidade em CsRV1 precisa ser melhor compreendida por estudos experimentais 
de infecção envolvendo a injeção de CsRV1 em C. danae (STENTIFORD; NEIL; PEELER; 
SHIELDS et al., 2012). 
A descoberta de que >70% dos exemplares de C. danae neste estudo foram 
infectados por um novo reovírus foi notável. O padrão eletroforético do dsRNA (3/4/5) é 
idêntico ao de um vírus putativo, CsRV2, descrito por ZHAO; FLOWERS e SCHOTT (2021) 
em C. sapidus do extremo sul do Brasil. O padrão eletroforético dos segmentos do genoma 
CsRV2 é muito semelhante, mas não idêntico ao de Eriocheir sinensis reovirus 905 
(ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004). Em contraste, o padrão eletroforético de CsRV1 
(1/5/6) é compartilhado pelo vírus W2 isolado de Carcinus mediterraneus (MARI; BONAMI, 
1988), vírus P de Macropipus depurator (MONTANIÉ; P BOSSY; BONAMI, 1993) e reovírus 
MCRV de Scylla serrata (BONAMI; ZHANG, 2011; WENG; GUO; SUN; CHAN et al., 2007). 




viral deve ser sequenciado, e uma análise filogenética precisa ser conduzida para discernir 
sua relação com os reovírus já identificados em crustáceos braquiúros. 
Mesmo na ausência da sequência do genoma do vírus, foi desenvolvido no presente 
estudo um método semiquantitativo para medir a intensidade da banda de dsRNA do 
CsRV2 em géis de agarose para estimar a carga viral em animais infectados. Métodos 
semiquantitativos semelhantes foram usados em outros estudos para quantificar a 
intensidade de bandas de Western Blot de proteínas de camarão e caranguejos e medir a 
abundância de amplicons de PCR da bactéria Fusobacterium necrophorum (ANTIABONG; 
NGOEPE; ABECHI, 2016; FENG; DONG; LIU; QIU, 2020; JOHNSTON; KAMATH; IYER; 
PRATAP et al., 2019; LIN; HSIA; LIU; HUANG et al., 2012). O método semiquantitativo 
revelou que a prevalência de CsRV2 aumentou 46,5% ao longo dos 14 dias de experimento 
e mostrou que a intensidade aparente média da infecção aumentou significativamente nos 
siris sobreviventes.  
4.3. ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS NA HEMOLINFA E NO HEPATOPÂNCREAS 
As flutuações de temperatura, salinidade e oxigênio dissolvido são estressantes para 
os crustáceos e aumentam a suscetibilidade a infecções por patógenos (CHUNG; PITULA; 
SCHOTT; ALVAREZ et al., 2015; SHIELDS; OVERSTREET, 2007; SPITZNAGEL; SMALL; 
LIVELY; SHIELDS et al., 2019; VINAGRE; TRAPP; KUCHARSKI; SILVA, 2020). A resposta 
ao estresse dos crustáceos começa com alterações neuroendócrinas que desencadeiam 
ajustes metabólicos, fisiológicos e comportamentais, também conhecidos como resposta 
secundária ao estresse, a fim de restabelecer a homeostase interna (APARICIO-SIMÓN; 
PIÑÓN; RACOTTA; RACOTTA, 2010; INOHARA; PINTO; MODEL; TRAPP et al., 2015; 
LORENZON; GIULIANINI; MARTINIS; FERRERO, 2007; MODEL; DOS SANTOS; DA 
SILVA; VINAGRE, 2019; ZAMORA-BRISEÑO; RUIZ-MAY; ELIZALDE-CONTRERAS; 
HERNÁNDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2020). Alguns desses ajustes bioquímicos e fisiológicos 




previsão da mortalidade (APARICIO-SIMÓN; PIÑÓN; RACOTTA; RACOTTA, 2010; 
MODEL; DOS SANTOS; DA SILVA; VINAGRE, 2019; STONER, 2012). 
A presente investigação revelou que a presença de dsRNA de CsRV2 não estava 
geralmente associada a alterações nos metabólitos quando ambos os sexos foram 
agrupados, exceto para o glicogênio do hepatopâncreas. Os níveis de metabólitos em siris 
não infectados também não mudaram durante o experimento, sugerindo que, apesar das 
mortes registradas, as condições ambientais eram adequadas. As concentrações de 
metabólitos medidas na hemolinfa e nos tecidos estão de acordo com as concentrações 
registradas em outros caranguejos, como Ocypode quadrata e Neohelice granulata, e 
validam essas análises como uma ferramenta para avaliar a saúde dos caranguejos e siris 
(VINAGRE; MODEL; VOGT; MANARA et al., 2020). No entanto, quando os siris foram 
analisados separadamente por sexo, algumas diferenças nos metabólitos foram 
observadas, o que sugere que o impacto da infecção pelo CsRV2 no metabolismo 
intermediário é diferente entre machos e fêmeas. 
A glicose da hemolinfa foi maior nos machos infectados por CsRV2, mas não nas 
fêmeas, após 14 dias de cultivo. Este aumento na glicose circulante durante doenças virais 
já foi descrito em outros decápodes (FAN; YE; CHEN; SHAO et al., 2016; HERNÁNDEZ-
PALOMARES; GODOY-LUGO; GÓMEZ-JIMÉNEZ; GÁMEZ-ALEJO et al., 2018; 
HERRERA-SALVATIERRA; PASCUAL-JIMÉNEZ; HUCHIN-MIAN; LOZANO-ÁLVAREZ et 
al., 2019). O aumento da glicose hemolinfa dos siris machos pode estar relacionado à 
redução do glicogênio do hepatopâncreas. Achados semelhantes foram relatados na 
lagosta espinhosa do Caribe P. argus infectada por PaV1, um vírus icosaédrico de dsDNA 
(HERRERA-SALVATIERRA; PASCUAL-JIMÉNEZ; HUCHIN-MIAN; LOZANO-ÁLVAREZ et 
al., 2019; ZAMORA-BRISEÑO; RUIZ-MAY; ELIZALDE-CONTRERAS; HERNÁNDEZ-
VELÁZQUEZ et al., 2020). No estágio final da infecção de PaV1, o glicogênio no 




importante para o grau de infecção viral (HERRERA-SALVATIERRA; PASCUAL-JIMÉNEZ; 
HUCHIN-MIAN; LOZANO-ÁLVAREZ et al., 2019). Uma comparação transcriptômica de P. 
argus infectado com PaV1 e não infectado revelou que as enzimas envolvidas no 
metabolismo de carboidratos foram reguladas negativamente em lagostas infectadas, 
incluindo UTP-glucose-1-fosfato uridiltransferase (síntese de glicogênio) e frutose-bifosfato-
aldolase (glicólise e gliconeogênese) (ZAMORA-BRISEÑO; RUIZ-MAY; ELIZALDE-
CONTRERAS; HERNÁNDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2020). Como o hepatopâncreas é o 
principal local de armazenamento de nutrientes dos crustáceos, a depleção de glicogênio 
pode ter consequências negativas em vários processos, como locomoção, respiração e 
osmorregulação (GABBOTT, 2009; RAINER; BROUWER, 1993; VINAGRE; TRAPP; 
KUCHARSKI; SILVA, 2020).  
As concentrações de triglicerídeos na hemolinfa das fêmeas de C. danae infectadas 
por CsRV2 foram 50% mais baixas do que as fêmeas não infectadas. Embora não seja 
significativo, os triglicerídeos da hemolinfa diminuíram 40% nos machos infectados. Em P. 
argus infectado com PaV1, os triglicerídeos da hemolinfa aumentaram e foram associados 
à regulação negativa da lipase de triacilglicerol, uma das principais enzimas da lipólise 
(ZAMORA-BRISEÑO; RUIZ-MAY; ELIZALDE-CONTRERAS; HERNÁNDEZ-VELÁZQUEZ 
et al., 2020). Uma vez que a concentração de triglicerídeos nas gônadas e hepatopâncreas 
não foram afetados em C. danae de nenhum dos sexos, a diminuição dos triglicerídeos da 
hemolinfa das fêmeas pode estar relacionada a uma alteração específica do sexo no 
metabolismo lipídico e requer mais investigação. 
Uma diminuição significativa nos níveis de proteínas totais na hemolinfa dos machos 
e fêmeas de C. danae infectados por CsRV2 foi registrada ao longo do período 
experimental. Embora não seja significativa, uma tendência semelhante foi observada em 
siris não infectados. Portanto, parece que a infecção pelo CsRV2 exacerba essa perda de 




proteínas da hemolinfa dos siris (FINDLEY; BLAKENEY; WEIDNER, 1981; PAULEY; 
NEWMAN; GOULD, 1975; SHIELDS; SCANLON; VOLETY, 2003; YOGANANDHAN; 
THIRUPATHI; SAHUL HAMEED, 2003). De acordo com SHIELDS; SCANLON e VOLETY 
(2003), as demandas metabólicas devido aos patógenos que se proliferam 
logaritmicamente na hemolinfa do hospedeiro drenam proteínas e carboidratos 
constituintes nos animais infectados. Os crustáceos fortemente infectados por patógenos 
também se tornam letárgicos e reduzem a ingestão de alimentos, o que pode causar 
declínios nas concentrações de proteínas totais (HERRERA-SALVATIERRA; PASCUAL-
JIMÉNEZ; HUCHIN-MIAN; LOZANO-ÁLVAREZ et al., 2019; SHIELDS; OVERSTREET, 
2007; TAYLOR; FIELD; PARSLOW-WILLIAMS, 1997). Na comparação transcriptômica 
entre P. argus PaV1 infectado e não infectado, muitas enzimas envolvidas no metabolismo 
de aminoácidos e proteínas foram reguladas negativamente e as proteases digestivas 
foram reduzidas, o que sugere que o vírus induziu uma interrupção generalizada do 
metabolismo protéico (ZAMORA-BRISEÑO; RUIZ-MAY; ELIZALDE-CONTRERAS; 
HERNÁNDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2020). 
4.4. ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS 
Além das alterações bioquímicas que estão envolvidas nas respostas ao estresse, o 
comportamento do animal também pode sofrer alterações em função do estresse causado 
pela infecção por patógenos. Mudanças comportamentais incluem ações simples ou 
complexas, como evasão, agressão e até mesmo a perda de reflexos específicos 
(MCINTYRE; PEARCE; OLLA; PEARSON et al., 1980). O Reflective Action Mortality 
Predictor (RAMP) é um método que relaciona a perda dos reflexos motores a uma 
probabilidade de mortalidade (DAVIS, 2007; DAVIS; OTTMAR, 2006; STONER, 2012). O 
teste RAMP foi inicialmente desenvolvido para prever a mortalidade do caranguejo do 
Alasca Chionoecetes opilio capturado da pesca acessória (STONER; ROSE; MUNK; 




YOCHUM, 2016; YOCHUM; ROSE; HAMMOND, 2015). Este estudo foi o primeiro a aplicar 
o teste RAMP em C. danae e a relacionar os resultados do teste com a presença de um 
vírus específico, como o CsRV2. 
Dos seis reflexos aqui analisados em C. danae, a retração ocular e o fechamento da 
boca foram mais raramente perdidos, resultado semelhante aos relatados por YOCHUM; 
ROSE e HAMMOND (2015) para Chionoecetes bairdi e C. opilio coletados e descartados 
pela pesca de arrasto. O reflexo de chute foi mais frequentemente perdido em C. danae 
durante todas as semanas de avaliação, enquanto em C. baird foi o quarto reflexo mais 
perdido em resposta ao estresse de captura (YOCHUM; ROSE; HAMMOND, 2015). 
Estudos realizados por STONER (2009) e por STONER; ROSE; MUNK; HAMMOND et al. 
(2008) revelam que quando os caranguejos C. bairdi e C. opilio foram submetidos ao 
estresse térmico, os reflexos de fechamento de quela e chute foram frequentemente 
perdidos. Os autores desse último estudo concluíram ainda que o reflexo de chute foi um 
dos indicadores mais sensíveis de estresse em caranguejos-da-neve. Embora a coleta, 
transporte e manutenção em instalações de aquicultura sejam estressantes para os siris 
(CHAVES; EGGLESTON, 2003), os metabólitos do estresse secundário analisados no 
presente estudo não diferiram significativamente entre os siris normais e aqueles que 
perderam o reflexo de chute. 
O teste RAMP revelou que os animais infectados por CsRV2 tiveram 
comprometimento significativo do reflexo de chute no sétimo dia de experimento, o que foi 
uma consequência provável de exaustão fisiológica, conforme relatado anteriormente por 
RABY; DONALDSON; HINCH; PATTERSON et al. (2012). Embora o nosso seja o primeiro 
relato do teste RAMP para avaliar a infecção viral, mudanças comportamentais foram 
relatadas em siris infectados por diferentes espécies de reovírus (ZHAO; TAVARES; 
SCHOTT, 2021). Além disso, as lagostas infectadas por PaV1 tornaram-se letárgicas e 




JIMÉNEZ; HUCHIN-MIAN; LOZANO-ÁLVAREZ et al., 2019). Assim, o reflexo de chute deve 
ser explorado e testado como uma ferramenta auxiliar em instalações de cultivo de siri-mole 
para indicar uma possível infecção por CsRV2 ou outros patógenos que podem prever a 
mortalidade de siris antes que eles realizem a muda com sucesso. 
5. CONCLUSÃO 
Callinectes danae apresenta grande importância ecológica, social e econômica 
como espécie explorada pela pesca e, mais recentemente, pela nascente indústria de 
produção de siri-mole no Brasil, que sofre com altas taxas de mortalidade.  Há abundante 
literatura mostrando que a mortalidade na aquicultura é frequentemente uma combinação 
de estresse e ação de patógenos infecciosos. Esta investigação de possíveis patógenos 
virais relacionados à mortalidade de C. danae revelou que um patógeno bem conhecido de 
C. sapidus estava ausente e que um novo vírus putativo, com um padrão eletroforético 
semelhante ao CsRV2, era altamente prevalente em C. danae. Além disso, a observação 
deste novo reovírus putativo e a descrição das mudanças metabólicas e comportamentais 
que afetam os siris infectados por CsRV2, servem como uma indicação para a comunidade 
científica e para os criadores de siri-mole de que existem muitos mais patógenos a serem 
descobertos em C. danae. Apesar dos resultados deste estudo não indicarem uma 
associação clara entre a infecção por CsRV2 e o aumento das taxas de mortalidade em C. 
danae, essa hipótese ainda não pode ser descartada. Portanto, uma investigação mais 
completa deve ser realizada, começando com três prioridades: 1) avaliar o grau de 
virulência e patogenicidade de CsRV2 por meio de infecções experimentais, para que 
medidas de controle ou de coexistência com o novo vírus possam ser desenvolvidas se 
necessário; 2) caracterizar geneticamente o vírus de C. danae revelado no presente estudo, 
o que exigirá o sequenciamento do genoma do vírus e permitirá o desenvolvimento de 
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RESUMO 
O presente estudo descreve a sequência do genoma e a filogenia de Callinectes sapidus 
reovirus 2 (CsRV2) e a descoberta de um novo bunyavírus putativo em Callinectes danae 
coletados no Sul do Brasil. A sequência do genoma do CsRV2 consiste em 12 segmentos 
(20.909 nt) de dsRNA que codificam 13 proteínas. A RNA polimerase dependente de RNA 
(RdRp) prevista apresenta elevado nível de semelhança com Eriocheir sinensis reovirus 
905, sugerindo que CsRV2 pertença ao gênero Cardoreovirus. Os dados de 
sequenciamento genético permitiram a descoberta de um genoma semelhante à 
bunyavírus, aqui nominado como Callinectes danae Portunibunyavirus 1 (CdPBV1). O 
genoma de CdPBV1 é tripartido, incluindo segmentos de RNA de fita simples grande (6.654 
nt), médio (3.120 nt) e pequeno (1.656 nt), que codificam três proteínas. Os segmentos 
mostram maior identidade com Carcinus maenas Portunibunyavirus 1, que sugere que 
CdPBV1 seja um novo representante da família Cruliviridae. As informações aqui obtidas 
indicam que estes viris podem afetar a saúde e a sobrevivência de siris na costa brasileira.  





1. INTRODUÇÃO  
Os crustáceos decápodes portunídeos, popularmente conhecidos como siris, 
possuem ampla distribuição geográfica e são considerados como importantes recursos 
pesqueiros em muitos países (FAO, 2020; MELO, 1996). Callinectes danae SMITH (1869) 
é uma das espécies mais abundantes nas Américas, ocorrendo ao longo do Atlântico 
Ocidental, incluindo Bermudas, Flórida, Golfo do México, Antilhas, Colômbia, Venezuela, 
Brasil (da Paraíba ao Rio Grande do Sul) e Argentina (MELO, 1996). Além da sua 
importância ecológica, atuando na cadeia trófica como predador generalista e consumidor 
da matéria orgânica depositada nos estuários, C. danae é comumente pescado e 
considerado como fonte de renda e alimento para comunidades de pescadores artesanais 
da costa brasileira (ANACLETO; BAPTISTA-METRI; GONÇALVES; CALADO et al., 2015; 
BRANCO; VERANI, 1997). Callinectes danae também é conhecido por seu potencial 
técnico e econômico para a aquicultura, podendo ser comercializado como siri-mole, 
considerada uma iguaria gastronômica de alto valor, apreciada em todo o mundo 
(HUNGRIA; TAVARES; PEREIRA; SILVA et al., 2017; TAVARES; SILVA; PEREIRA; 
OSTRENSKY, 2018). 
Os siris podem ser infectados por um amplo espectro de microrganismos 
patogênicos, no entanto, são os patógenos virais aqueles que constituem o principal agente 
infecioso limitante para a sobrevivência desses animais em ambiente natural e para o 
sucesso dos cultivos em escala comercial (KENNEDY; CRONIN, 2007; PERAZZOLO; 
ROSA; BARRACCO, 2012; SHIELDS; OVERSTREET, 2007). Já foram registradas cerca 
de 25 espécies de vírus em crustáceos portunídeos de interesse comercial ao longo da 
costa atlântica. Dessas, quatro espécies são letais para Callinectes spp. como Bi-Facies 
herpes-like virus (BFV ou HLV) (JOHNSON, 1978), Chesapeake Bay picornavirus (CBV) 
(JOHNSON, 1978), Rhabdo-like virus (RhVA) (JAHROMI, 1977) e Callinectes sapidus 




encontradas simultaneamente com outros vírus, como CsRV1 com RhVA e CBV, com 
evidências de causarem efeitos patogênicos sinérgicos aos organismos infectados 
(KENNEDY; CRONIN, 2007).  
Os vírus pertencentes à família Reoviridae são os mais bem estudados dentre todas 
as famílias de vírus de RNA de fita dupla (dsRNA) que infectam Callinectes spp. 
(MERTENS, 2004). Os reovírus possuem simetria icosaédrica, sem envelope, medem de 
60 a 85 nm de diâmetro e são compostos por genomas de 9 a 12 segmentos de dsRNA 
(ATTOUI; MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012). A família Reoviridae 
contém quatro grupos distintos de reovírus que infectam organismos aquáticos, 
Aquareovirus, Orthoreovirus, Mimoreovirus e Cardoreovirus. Dentre os gêneros, os 
Aquareovirus e Orthoreovirus infectam peixes teleósteos, Mimoreovirus infectam uma 
espécie de protista fotossintético marinho e os Cardoreovirus infectam diferentes espécies 
de crustáceos (ATTOUI; MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012; 
BRUSSAARD; NOORDELOOS; SANDAA; HELDAL et al., 2004; GODOY; KIBENGE; 
WANG; SUAREZ et al., 2016; ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004). Os reovírus já foram 
isolados de uma ampla variedade de espécies de crustáceos, principalmente Portunidae e 
Varunidae (BATEMAN; STENTIFORD, 2017; SHIELDS; WILLIAMS; BOYKO, 2015). A 
variedade de hospedeiros e os sinais clínicos da infecção são fatores importantes na 
identificação de diferentes gêneros virais (ATTOUI; MERTENS; BECNEL; 
BELAGANAHALLI et al., 2012). 
Callinectes sapidus Reo-like Virus 1 (CsRV1 ou também chamado RLV para Reo-
Like Virus (JOHNSON, 1977; TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et al., 2011), tem 
sido frequentemente associado a mortandades de siris (Callinectes sapidus), causando 
significativas perdas econômicas à indústria do siri-mole cultivado nos Estados Unidos 
(BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; FLOWERS; JOHNSON; AGUILAR; 




ZHAO; FLOWERS e SCHOTT (2021) descobriram um novo reovírus de dsRNA, que 
apresentava uma organização genômica eletroforética distinta de CsRV1, em C. sapidus 
capturados no Rio Grande do Sul, Brasil, denominando-o de Callinectes sapidus reovirus 2 
(CsRV2). Simultaneamente, CsRV2 também foi detectado em uma alta prevalência (78%) 
em C. danae mantidos em um sistema experimental de produção de siri-mole (TAVARES 
et al., no prelo). No entanto, ainda pouco se sabe sobre a morfologia, inclusão viral de 
CsRV2 e os efeitos da sua infecção nos hospedeiros (ZHAO; TAVARES; SCHOTT, 2021).  
Este estudo descreve a sequência do genoma de Callinectes sapidus reovirus 2 
(CsRV2) e relata a descoberta de um novo bunyavírus putativo infectando Callinectes 
danae coletados na baía de Paranaguá, Paraná, Brasil, bem como a filogenia e similaridade 
de genes em relação a outros reovírus e bunyavírus que infectam crustáceos. Além disso, 
o presente estudo apresenta abordagens diagnósticas tradicionais para ambos os vírus, 
como histopatologia e microscopia eletrônica de transmissão. 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. COLETA E MANUTENÇÃO DOS SIRIS 
Espécimes de C. danae (n=178) foram obtidos por pescadores artesanais na Vila de 
São Miguel, Paranaguá, Paraná, Brasil (25°25'48" S/48°27'12" W). Os siris foram 
capturados usando armadilhas cobertas por malha de abertura de 20 mm e utilizando-se 
carne de peixe como isca. Imediatamente após a captura, os animais foram transferidos 
para caixas de polietileno (70 L) contendo água do mar do local da captura, sob aeração 
constante. Em seguida, foram transportados até o Centro de Aquicultura Marinha e 
Repovoamento, pertencente ao Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais 
(GIA), da Universidade Federal do Paraná (25°41'29.94"S, 48°27'57.09"W).  
Em laboratório, os animais foram mantidos em caixas de polietileno de 70 L (n=6 
siris por caixa), divididas por placas de PVC perfuradas, para evitar canibalismo. As caixas 




e biológicos, sob aeração artificial. O fotoperíodo foi ajustado para 12:12 h (claro: escuro), 
controlado por um temporizador analógico. A temperatura foi mantida em 25 ± 2°C e a 
salinidade em 25 ups.  
Todos os animais que morreram durante os 14 dias de cativeiro foram dissecados 
com lâminas de bisturi estéreis e todas as superfícies de manuseio foram limpas com 
solução de hipoclorito de sódio a 10%, para evitar possíveis contaminações. Imediatamente 
após a dissecação, as amostras de brânquias, hepatopâncreas e o músculo de um dos 
pereiópodos foram excisados de cada siri para histologia e microscopia eletrônica. 
Simultaneamente, uma amostra de músculo de um dos pereiópodos de cada animal foi 
excisada para posterior isolamento do RNA viral. 
2.2. HISTOLOGIA E MICROSCOPIA ELETRÔNICA  
As amostras de tecidos (n=55) para histologia (1 cm3) foram fixadas em ALFAC – 
Fixador de Davidson (33% álcool 95°, 22% formol, 11,5% ácido acético e 33,5% de água 
destilada) por 24 horas e processados em um processador histológico (Leica TP1020, Leica 
Biosystems, Germany), de acordo com métodos histológicos padronizados descritos por 
JOHNSON (1980). Os tecidos foram seccionados através de cortes de 5 μm de espessura, 
em um micrótomo rotativo (Leica RM2125RT, Leica Biosystems, Germany). Lâminas 
permanentes foram produzidas em colorações de Hematoxilina de Harris e Eosina (HE), 
segundo BEHMER; DE TOLOSA e DE FREITAS NETO (1976), e analisadas em 
microscópio óptico.  
Para a microscopia eletrônica de transmissão, amostras (1 mm3) foram fixadas por 
imersão em uma solução contendo glutaraldeído (2,5%) tamponado com cacodilato de 
sódio (0,1 M, pH 7,4) por 24 horas. Os tecidos foram pós-fixados em uma solução contendo 
tetróxido de ósmio (1%) em tampão de cacodilato de sódio (0,1 M, pH 7,4), desidratados 
em um gradiente crescente de etanol, seguido de óxido de propileno como fluido de 




coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo e imagens foram obtidas em 
microscópio Zeiss 900 TEM (Zeiss, Germany).  
2.3. ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DO RNA VIRAL 
Fragmentos de 25-100 mg de tecido muscular foram excisados de um dos 
pereiópodos e homogeneizados em 1,0 mL de solução ácida, seguindo  protocolo de 
preparação de solução utilizando tiocianato de guanidínio, acetato de sódio, fenol e 
clorofórmio (adaptado de RODRIGUEZ-EZPELETA; TEIJEIRO; FORGET; BURGER et al. 
(2009)). A extração do RNA foi realizada seguindo o protocolo proposto por SPITZNAGEL; 
SMALL; LIVELY; SHIELDS et al. (2019). Os fragmentos de RNA resultantes foram então 
dissolvidos em 1 mM de EDTA para diminuir a degradação do RNA e armazenados a -
20°C. As amostras de controle negativo (músculo de Astyanax altiparanae) foram extraídas 
antes e depois dos conjuntos de amostras dos siris testados para monitorar a contaminação 
cruzada entre cada amostra. A pureza e concentração do RNA foram avaliadas por 
fluorimetria Qubit® 4.0 (Thermo Fisher Scientific, USA), realizada de acordo com 
recomendações do fabricante. 
O dsRNA foi isolado do RNA total baseado no método desenvolvido por FRANKLIN 
(1966) e MORRIS-KRSINICH e HULL (1983). Este método separa dsRNA de ssRNA 
explorando diferenças na hidrofobicidade e afinidade para a matriz de celulose 
microcristalina (Sigma–Aldrich, USA). O RNA total extraído foi adicionado a uma coluna 
com pó de celulose equilibrada com tampão contendo etanol (16,5%) e 1× STE (10 mM 
TRIS HCl pH 8,0, 100 mM NaCl e 1mM EDTA pH 8,0). A coluna foi lavada três vezes com 
1 mL de tampão EtOH 16,5%/1× STE e o fluxo direto foi descartado.  
Para eluir o dsRNA, 800 μL de 1× STE foram adicionados à coluna e o fluxo foi 
coletado em um tubo de microcentrífuga. O dsRNA foi precipitado (12.000 x g em 4°C por 
15 min.) usando isopropanol e acetato de sódio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 




mM de EDTA. Um total de 5 μL do RNA dissolvido foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose corado com GelRed™ (Biotium, CA, USA) a 1%. Para cada amostra aplicada, 
utilizou-se 1 μL de corante Gel Loading Dye Purple (6X) (Cat.No.:B70255, New England 
Biolabs, USA). No caso do ladder, utilizou-se 1 μL do corante e 1 μL de marcador de peso 
molecular 1 kb (Cat.No.:N32325, New England Biolabs, USA). 
2.4. SEQUENCIAMENTO DO GENOMA  
As amostras que apresentaram os segmentos do dsRNA de CsRV2 aparentes no 
gel de agarose foram tratadas com turbo DNAse (Ambion Inc., USA) e 50 ng foram 
utilizados para conversão em cDNA, utilizando o kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Thermo 
Scientific), após desnaturação a 100°C por 2 min. A fita complementar ao cDNA foi 
sintetizada com DNA polimerase I e DNA ligase (Promega). O cDNA dupla fita foi utilizado 
para construção de bibliotecas Nextera XT (Illumina, San Diego, CA). As bibliotecas foram 
sequenciadas em uma configuração de extremidade emparelhada (paired-end) do tipo 2 x 
250 pb na plataforma Illumina MiSeq, usando o kit de reagente MiSeq Reagent 500V2 
(Illumina, San Diego, CA). 
A qualidade das sequências geradas foi avaliada por meio da ferramenta FastQC 
(ANDREWS, 2010). As sequências de baixa qualidade foram trimadas com o auxílio do 
software CLC Genomics Workbench 12 (Qiagen). As leituras de sequências pareadas 
foram montadas em contigs por meio de montagem de novo com o software CLC Genomics 
Workbench 12 (Qiagen). Todas as montagens foram confirmadas por mapeamento de 
leituras para contigs, usando como referência as sequências conhecidas de CsRV2 
(MW208677 - MW208688) e Carcinus maenas Portunibunyavirus 1 (MK861116.1 - 
MK861118.1), com auxílio do Geneious Software (versão R9). As previsões de Open 
Reading Frame (ORF) e anotações dos genomas foram realizadas com o auxílio do 




BLASTx/BLASTn. As comparações de genes e proteínas foram realizadas com os 
programas BLASTn e BLASTp.  
2.5. ANÁLISE FILOGENÉTICA 
As sequências de aminoácidos mais conservadas das famílias virais conhecidas, 
como o RNA polimerase dependente de RNA, foram obtidas do GenBank e, em seguida, 
alinhadas com as sequências identificadas no presente estudo usando o software MAFFT 
(Geneious) (KATOH; STANDLEY, 2013), que foi otimizado para alinhamento global e 
posteriormente aparado com trimAL (CAPELLA-GUTIÉRREZ; SILLA-MARTÍNEZ; 
GABALDÓN, 2009). Esses alinhamentos foram usados para gerar árvores filogenéticas de 
máxima verossimilhança a partir do uso de PhyML (GUINDON; DUFAYARD; LEFORT; 
ANISIMOVA et al., 2010) e empregando modelos de substituição de melhor ajuste para o 
conjunto de dados (LEFORT; LONGUEVILLE; GASCUEL, 2017). Análises de significância 
estatística de topologias de árvore foram realizadas com o teste de suporte de ramo de 
verossimilhança aproximada (aLRT) (GUINDON; GASCUEL, 2003). Os números de acesso 
do GenBank das sequências virais usadas nas análises filogenéticas são mostrados nas 
árvores filogenéticas. 
3. RESULTADOS  
3.1. SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTAÇÃO DO GENOMA DE Callinectes 
sapidus REOVIRUS 2 EM C. danae 
Os 12 contigs virais integraram 2.430.960 reads (71,7% do total de reads) e definiram 
20.909 nucleotídeos (nt) com cobertura teórica (total de bases de alta qualidade 
sequenciadas) de mais de 36 mil vezes e um conteúdo G + C médio de 41,8%. Os tamanhos 
da maioria dos contigs de 745 a 3.660 nt foram consistentes com as bandas de dsRNA 
aparentes no gel de eletroforese (Figura 10 e Tabela 11). Os 12 contigs não apresentaram 




incluída como ANEXO 1 e foi depositada no GenBank sob os números de acesso   
MZ508293 a MZ508304. 
Os 12 segmentos montados de CsRV2 foram anotados com base na semelhança 
com reovírus mais bem caracterizados, por meio de comparações BLASTX e BLASTN com 
GenBank usando parâmetros padrões. Um único open reading frame (ORF) que codifica 
uma proteína viral (VP) foi identificado em cada segmento, com a exceção do quinto 
segmento, que apresentou duas ORFs parcialmente sobrepostas. Entre as 13 proteínas 
que o genoma de CsRV2 codifica, duas são proteínas não estruturais (VP5A e VP8) e 
quatro são proteínas estruturais (VP1, VP2, VP3 e VP4), ou seja, aquelas que fazem parte 
da estrutura física da partícula viral.  
O ORF mais longo codificado por cada segmento de CsRV2 foi submetido à análise 
BLASTx para identificação de homólogos no banco de dados GenBank. A ORF de cada 
segmento apresentou identidade de 96,5 a 100% em relação às ORFs correspondentes ao 
reovírus CsRV2 de C. sapidus, sugerindo que se trata da mesma espécie de reovírus. O 
segmento 1 codifica uma proteína referente ao gene RNA polimerase dependente de RNA 
(RdRp), que é o produto com a maior similaridade com qualquer outra proteína conhecida 
ou prevista no GenBank, apresentando alta identidade e cobertura com a RdRP de CsRV2 
de C. sapidus (identidade: 99,51%; cobertura: 100%; E-value: 0,0) e de EsRV905 de 
Eriocheir sinensis (identidade: 79,09%; cobertura: 100%; E-value: 0,0).  
Além de CsRV2 de C. sapidus e EsRV905, o genoma de CsRV2 carece de alta 
identidade com outras sequências de vírus no Genbank. A terceira e quarta maior 
identidade com a proteína do segmento 1 de CsRV2 com outros reovírus foram o RdRp de 
dois vírus pertencentes ao gênero Seadornavirus, o Liao ning virus (identidade: 29,04%; 
cobertura: 93%; E-value: 4e-109) e o Kadipiro virus (identidade: 28,9%%; cobertura: 94%; 
E-value: 7e-108). A proteína do segmento 2 (VP2) compartilha semelhança (identidade: 




interna correspondente ao vírus Kadipiro. Já, VP3 e VP4, que possuem, respectivamente, 
função estrutural putativa de enzima de cobertura e revestimento externo, apresentam 
identidade ao Liao ning virus. Ambos os reovírus, Kadipiro e Liao ning virus, possuem um 
genoma composto por 12 segmentos de RNA de fita dupla. No entanto, tais vírus não foram 
ainda identificados em crustáceos. 
3.2. FILOGENIA DE Callinectes sapidus REOVIRUS 2 EM C. danae 
Para realizar a análise filogenética baseada em RdRp de CsRV2, foram selecionados 
15 gêneros e 34 espécies disponíveis no GenBank (espécies mostradas na Figura 11). A 
análise filogenética mostrou uma relação estreita bem suportada (aLRT=1) entre as 
sequências de aminoácidos do RdRP putativo de CsRV2 (VP1) e as proteínas RdRP dos 
genomas de CsRV2 isolado de C. sapidus e ESRV905 de E. sinensis, ambos membros do 
gênero Cardoreovirus.  
A comparação do RdRP putativo de CsRV2 com o RdRP de outros reovírus indicou 
apenas uma relação distante (identidade inferior a 30%) com os Seadornavirus, sugerindo 
que eles têm uma origem distante, mas comum. Da mesma forma, as filogenias construídas 
baseadas nas sequências de aminoácidos de VP2, VP3 e VP4 indicaram resultados 
semelhantes. Porém, não foi possível analisar a relação com os outros membros do gênero 
Cardoreovirus, pois além das sequências do RdRp de EsRV905 (VP1), nenhuma outra 
sequência está disponível no GenBank. A análise filogenética realizada mostrou ainda que 
os membros do gênero Cardoreovirus e Seadornavirus compartilham de um possível 





Figura 10. A) Eletroforese em gel de agarose de CsRV2 (dsRNA) extraído de um espécime de Callinectes danae coletado na Baía de 
Paranaguá, Paraná, Brasil. Os tamanhos das bandas de dsRNA foram determinados por comparação com o marcador de peso 
molecular de 1 kb mostrado na primeira coluna (Cat.Nº. N32325, New England Biolabs, EUA). B) Ilustração da organização do genoma 
dos 12 segmentos de dsRNA do CsRV2, os ORFs são representados pelas barras cinza e as sequências não codificantes pelas linhas 
pretas. 
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Tabela 11. Anotação da sequência do genoma CsRV2 em comparação com outras sequências de proteínas usando o banco de 
dados NCBI. S: segmentos de CsRV2; TM: tamanho do segmento; P: nome da proteína. 

















1 3660 VP1 25954 138,3 Estrutural/ núcleo 
RNA polimerase 
dependente de RNA MZ508293 
CsRV2 
EsRV905 



















3 2917 VP3 24701 97,8 Estrutural/ núcleo Enzima de cobertura MZ508295  
CsRV2 










revestimento externo MZ508296  
CsRV2 





5 1678 VP5A 21480 16,6 Não estrutural 
proteína de ligação a 
dsRNA MZ508297  CsRV2 97,39 QPK66775.1 
VP5B 42,1 Desconhecida Desconhecida CsRV2 96,53 QPK66774.1 
6 1628 VP6 24261 44,4 Desconhecida Desconhecida MZ508298  CsRV2 98,74 QPK66776.1 
7 1530 VP7 12935 50,3 Desconhecida Desconhecida MZ508299  CsRV2 98,86 QPK66777.1 
8 1109 VP8 5555 38,0 Não estrutural Proteína quinase MZ508300  CsRV2 99,70 QPK66778.1 
9 1055 VP9 14976 18,6 Desconhecida Desconhecida MZ508301  CsRV2 97,53 QPK66779.1 
10 891 VP10 1778 25,7 Desconhecida Desconhecida MZ508302  CsRV2 99,15 QPK66780.1 
11 787 VP11 4597 24,3 Desconhecida Desconhecida MZ508303  CsRV2 99,53 QPK66781.1 




Figura 11. Árvore filogenética de máxima verossimilhança de reovírus de crustáceos e outros reovírus com base nas sequências de 
aminoácidos codificadas de RdRp, VP2, VP3 e VP4. A árvore foi construída usando PhyML (GUINDON; DUFAYARD; LEFORT; 
ANISIMOVA et al., 2010) com modelos de substituição de melhor ajuste (GTR_G + I) determinados por Smart Model Selection 
(LEFORT; LONGUEVILLE; GASCUEL, 2017). As análises de significância estatística das topologias das árvores foram realizadas 
com o teste de suporte de ramos de verossimilhança aproximada (aLRT) (GUINDON; GASCUEL, 2003). O gênero Cardoreovirus de 
crustáceos braquiúros da família Reoviridae é mostrado em vermelho. 
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3.3. VARIAÇÃO DO GENOMA DE CsRV2  
A partir das análises das sequências de nucleotídeos e aminoácidos do genoma de 
diferentes isolados de CsRV2, realizada no presente estudo com C. danae e do estudo de 
ZHAO; FLOWERS e SCHOTT (2021), com C. sapidus, foi possível observar que, embora 
pertencentes à mesma espécie, os dois vírus pareciam ser de duas linhagens distintas. 
Comparações realizadas com as sequências de nucleotídeos de CsRV2 isolado de C. 
danae e CsRV2 de C. sapidus diferiram uma da outra entre 0,3 e 4,5%, com maior diferença 
na identidade no quinto e nono segmento. As sequências de aminoácidos do RdRP putativo 
de CsRV2 (VP1) isolado de C. danae e de CsRV2 isolado de C. sapidus apresentaram 
níveis elevados de identidade, com diferença na identidade de 0,49%. No entanto, foram 
observadas seis substituições de aminoácidos em CsRV2 isolado de C. danae, com a 
substituição de Aspargina, Treonina, Leucina, Lisina e Arginina por Serina, Isoleucina, 
Fenilalanina, Glutamato e Lisina, respectivamente (Figura 12). As proteínas do segmento 
5B, 5A, 9 e 4 mostraram maior diferença na identidade, variando de 3,47, 2,61, 2,47 e 














Figura 12. A) Alinhamento de sequências de nucleotídeos do gene RdRp de Cardorevirus (EsRV905 - AY542965, CsRV2 de 
Callinectes sapidus - MW208677.1 e CsRV2 isolado de Callinectes danae do presente estudo). Os aminoácidos conservados foram 
destacados em preto, as lacunas foram indicadas como linhas no software Geneious (versão R9). B) Alinhamento da sequência de 
aminoácidos traduzida (RdRp) de CsRV2 isolado de C. danae e CsRV2 de C. sapidus - QPK66770.1, as incompatibilidades de 
aminoácidos foram destacadas em amarelo. As substituições de aminoácidos do mesmo grupo físico-químico e função são 





















MET +~ IRRDLEHMQNVEELFRQIVPTTYFGIDKVKDIYVDDAGIKNIQTNFTLGENGCY 
METYJ IRRDLEHMQNVEELFRQIVPTTYFGIDKVKDIYVDDAGIKNIQTNFTLGENGCY 60 
HLYI GQRTQRPIFLGSLVSREFNEYVTPEYKYPNLSAIYDDAPVWEPLLNMISKi.JYDDG 121 
HL !i GQRTQRPIF LGSL VSREFNEYVTPEYKYPNLSAIYDDAPVWE PL LNMISKi.JYDDG 
HLYT GQRTQRPIFLGSLVSREFNEYVTPEYKYPNLSAIYDDAPVWEPLLNMISKi.JYDDG 120 
WNIDSIPEIVDE fMRKHLIDRSKKEALFYFNYRLIPYVVHNINKDDSIHKEI.JLSYFLHG 241 
WNIDSIPEIVD5 pMRKHLIDRSKKEALFYFNYRLIPYVVHNINKDDSIWKEI.JLSYFLHG 






STVFFRDD ~YEVQTKHSKLTPEGHKDYLLDRIISTLSNREKLIMNNADIIEKILSGKLK 1020 
CsRV2 1022 KVKRYFKEVKFNLTHIPATGIPD~~VNGVSELSSPYRAADDGMRRVHKCIGLSRRNLKVP 1081 
KVKRYFKEVKFNLTHIPATGIPD~ NGVSELSSPYRAADDGMRRVHKCIGLSRRNLKVP 




3.4. SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTAÇÃO DO GENOMA DE Callinectes 
danae PORTUNIBUNYAVIRUS 1 EM C. danae 
Além de CsRV2, os dados de sequenciamento também revelaram um genoma 
semelhante a bunyavírus de 11.430 nucleotídeos, nomeado provisoriamente aqui de 
Callinectes danae Portunibunyavirus 1 (CdPBV1). O genoma putativo é composto por três 
segmentos correspondentes a categorias previamente definidas de nomenclatura de 
segmento genômico para bunyavírus (Grande, Médio e Pequeno). O segmento grande (L) 
consistiu em 6.564 nt e um conteúdo G + C médio de 41,8%, o segmento médio (M) em 
3.120 nt e G + C de 36,9% e o segmento pequeno (S) em 1.656 nt e G + C de 39,0%. Os 
três segmentos do genoma sequenciado não apresentaram terminais conservados de 5′ ou 
3′. A sequência completa do genoma putativo de CdPBV1 obtida foi incluída como ANEXO 
2 e foi depositada no GenBank sob os números de acesso MZ508290 a MZ508292. 
Os três segmentos montados do genoma putativo de CmPBV1 foram anotados com 
base na semelhança com outros bunyavírus, por meio de comparações BLASTX e 
BLASTN, usando parâmetros padrões (Tabela 12). Um ORF que codifica uma proteína viral 
foi identificado no segmento L e M, enquanto o segmento S apresentou duas ORFs 
parcialmente sobrepostas (Figura 13). Entre as quatro proteínas que o genoma de CmPBV1 
codifica, três são proteínas estruturais e uma é não estrutural. A proteína do segmento M 
mostrou ser uma proteína estrutural putativa que desempenha um papel nas interações 
com o receptor das células hospedeiras. 
As sequências de aminoácidos do genoma putativo de CmPBV1 mostraram 
identidade de 75,94 a 91,39% com as sequências de Carcinus maenas Portunibunyavirus 
1 (CmPBV1), um bunyavírus isolado recentemente de Carcinus maenas em zonas costeiras 
e estuarinas europeias. O segmento L do genoma putativo de CmPBV1 codifica uma ORF 
prevista que codifica um RdRp com alta identidade com o RdRp de CmPBV1 e, em menor 




virus. O segmento M codifica uma ORF prevista com maior identidade com a glicoproteína 
de membrana de CmPBV1. Por fim, o segmento S apresentou duas ORFs previstas, 
incluindo uma que mostrou maior identidade com a proteína do nucleocapsídeo prevista de 
CmPBV1 e outra ORF com uma proteína não estrutural putativa de CmPBV1 divergente de 
outros isolados de bunyavírus.  
3.5. FILOGENIA DE Callinectes danae PORTUNIBUNYAVIRUS 1 EM C. danae 
A análise filogenética baseada em RdRp de CdPBV1 e outros membros da Ordem 
Bunyavirales, agrupou, com alto suporte (aLRT=1), o genoma putativo de CdPBV1 na 
família Cruliviridae, um clado contendo vírus infectantes de crustáceos (Figura 14). Além 
disso, a filogenia baseada em RdRp colocou os membros da família Hantaviridae como o 
grupo mais basal do clado e uma relação estreita (aLRT=1) da família Cruliviridae com 
Fimoviridae, Tospovirus e Peribunyaviridae.  
A filogenia baseada nas sequências de glicoproteína e nucleocapsídeo também 
agrupou CdPBV1 com os membros da família Cruliviridae com alto valor de suporte (aLRT 
de 1 e 0,78, respectivamente). A análise das sequências de glicoproteína revelou que a 
família Cruliviridae compartilha um ancestral comum com Phasmaviridae (aLRT=0,72), 
enquanto as sequências da proteína do nucleocapsídeo revelaram um ancestral comum 









Tabela 12. Anotação do genoma -ssRNA da sequência CdPBV1 em comparação com outras sequências de proteínas usando o 





Figura 13. Representação gráfica dos três segmentos genômicos (-ssRNA) de CdPBV1 com anotação para ORFs associados ao 
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Figura 14. Uma árvore filogenética desenvolvida a partir das proteínas do gene RdRp previstas de 24 bunyavírus. Os dados da 
sequência da proteína foram alinhados no Geneious usando o protocolo padrão MAFFT. A árvore foi desenvolvida usando Figtree 
(versão 1.4.4). Os bunyavírus que infectam crustáceos são destacados em vermelho na árvore. 
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3.6. MICROSCOPIA ELETRÔNICA  
A análise por microscopia eletrônica de transmissão revelou a presença de partículas 
previstas como CsRV2 com simetria icosaédrica no citoplasma dos hemócitos das 
brânquias e nas células do músculo, medindo 59,0 ± 8,5 nm de diâmetro, e apresentando 
uma morfologia típica de reovírus non-turreted (Figura 15A). Também foi observada a 
presença de vesículas grandes e pequenas contendo vários vírions em desenvolvimento 
no citoplasma da célula, formando um arranjo paracristalino (Figura 15B). Esses vírions em 
desenvolvimento, pareciam se tornar progressivamente mais densos em elétrons à medida 
que os vírions amadureciam antes de sua saída da vesícula (Figura 15D). 
Além de CsRV2, partículas esféricas de 126,3 ± 45,4 nm de diâmetro com uma 
morfologia típica de bunyavírus também foram identificadas principalmente nas células do 
tecido conjuntivo frouxo do hepatopâncreas (Figura 15C). A partir das micrografias das 
secções do hepatopâncreas, foi possível observar que a infecção por CdPBV1 começou 
com vírions ligados a uma única membrana, que aparentemente entraram na célula 
hospedeira por meio de endocitose e adquiriram extremidades mais densas em elétrons, 
semelhante à uma segunda membrana (Figura 15E). CdPBV1 e CsRV2 também foram 











Figura 15. Microfotografias eletrônicas de diferentes tecidos de Callinectes danae. 
Presença de partículas virais (59,0 ± 8,5 nm de diâmetro) previstas como CsRV2 no 
citoplasma da célula do tecido muscular (A) e hemócito das brânquias (B). A imagem (D) 
mostra com ampliação o arranjo paracristalino no hemócito das brânquias, que inclui 
partículas de CsRV2 em diferentes fases de desenvolvimento. (C) Partículas previstas 
como CdPBV1 (126,3 ± 45,4 nm de diâmetro) presentes na célula do tecido conjuntivo 
frouxo entre os túbulos do hepatopâncreas. (E) As partículas de CdPBV1 de membrana 
única saem/entram na célula por meio da citose da membrana celular (seta preta) e entram 
na célula com uma membrana dupla (seta branca). (F) presença de partículas de CsRV2 








Para contextualizar os resultados obtidos através da histopatologia, é preciso 
destacar que por meio de eletroforese, constatou-se que o dsRNA de CsRV2 foi detectado 
em 72,7% das amostras de tecido muscular de C. danae e que não foi possível determinar 
a prevalência do bunyavirus (-ssRNA) por eletroforese. As alterações histopatológicas de 
brânquias e hepatopâncreas de C. danae estão apresentadas na Figura 16 e Figura 17. 
Entre as alterações histopatológicas, foram observadas inclusões intracitoplasmáticas nos 
hemócitos do hepatopâncreas (frequência de 2,5%) e tecidos branquiais (34,5%) dos 
animais positivos para CsRV2. Os corpúsculos de inclusão presentes nas brânquias 
apresentaram áreas hipercromáticas perinucleares nas células infectadas. No 
hepatopâncreas, as inclusões foram encontradas principalmente nos hemócitos do seio 
hemal, porém presentes em poucas células.  
Nos filamentos branquiais também foram encontradas infiltração de hemócitos 
(63,6%), formação de granulomas nas lamelas (43,6%) e sincícios (23,6%). Também foram 
identificados sincícios no tecido conjuntivo frouxo entre túbulos do hepatopâncreas (22,5%), 
infiltração de hemócitos (15%) e necrose (10%). Em menor ocorrência, também foram 
observadas nas brânquias desprendimento da cutícula (7,3%), necrose (3%) e uma 
alteração semelhante à neoplasia de hemócitos (3,6%). Já no hepatopâncreas, foi 
identificada a presença de células com núcleos picnóticos (5%), pleomorfismo de hemócitos 
(2,5%) e alteração semelhante à neoplasia de hemócitos no espaço entre túbulos do 








Figura 16. Histopatologia das brânquias de Callinectes danae infectadas com CsRV2. A) 
Granuloma nas lamelas branquiais é destacado em aumento de 400X, seta branca indica 
a ocorrência de outro granuloma e seta preta infiltrado de hemócitos. B) Sincícios em 
ampliação de 1000X (seta branca). C) Inclusões intracitoplasmáticas em hemócitos, os 
corpos de inclusão são destacados por setas pretas (aumento de 1000X). D) Parasitas 
presentes nas lamelas das brânquias (aumento 100X). E) Descolamento da cutícula da 
lamela (setas pretas) e granuloma (seta branca) em aumento de 100X. F) A fusão da lamela 
é destacada com aumento de 400x. G) Aumento de volume e divisão mitótica celular 








Figura 17. Histopatologia do hepatopâncreas de Callinectes danae infectado com CsRV2. A) O granuloma é destacado em aumento 
de 400X. B) Sincícios no tecido conjuntivo frouxo entre os túbulos do hepatopâncreas em aumento de 400X (setas brancas). C) 
Inclusões intracitoplasmáticas nos hemócitos do hepatopâncreas, os corpos de inclusão são destacados por uma seta branca 
(aumento 1000X). D) Infiltração de hemócitos entre os túbulos do hepatopâncreas em aumento de 400X. E) Células com núcleos 
picnóticos nos túbulos (aumento 400X). F) Hemócitos de diferentes tamanhos com núcleos de diferentes formas e cores semelhantes 





O presente estudo forneceu a sequência do genoma e a filogenia de dois novos vírus 
que infectam C. danae no Sul do Brasil. Além disso, este foi o primeiro estudo a investigar 
a morfologia destes vírus emergentes, bem como as alterações histopatológicas 
provocadas pela infecção viral em C. danae em condições laboratoriais. Os dados aqui 
apresentados sugerem que CsRV2 é um novo membro da família Reoviridae, originalmente 
identificado por meio de eletroforese, a partir de extratos de RNA do músculo e hemolinfa 
de C. danae, durante experimentos para a produção de siri-mole em sistema de 
recirculação (TAVARES et al., no prelo). Já, CdPBV1 é um novo membro da família 
Cruliviridae, relatado pela primeira vez em C. danae pelo presente estudo. 
4.1. Callinectes sapidus REOVIRUS 2 EM C. danae  
O genoma do CsRV2 foi montado em 12 contigs, que correspondem qualitativamente 
aos tamanhos dos segmentos de dsRNA visualizados previamente em gel de agarose 
(TAVARES et al., no prelo) e agora confirmado pelo presente estudo. O gênero 
Cardoreovírus é o único gênero de reovírus de crustáceos reconhecido pelo Comitê 
Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) que possui genoma de 12 segmentos, 
incluindo como um dos membros Eriocheir sinensis reovirus (ESRV905) (ATTOUI; 
MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI et al., 2012; SHEN; MA; HU, 2015). As 
características do genoma de CsRV2, como a presença de 12 segmentos e semelhança na 
sequência de RdRp com o reovírus ESRV905, dão suporte à inclusão do CsRV2 no gênero 
Cardoreovirus. A afinidade de Cardoreovirus observada na análise filogenética com os 
reovírus que infectam insetos, o gênero Seadornavirus, foi observada no presente estudo 
e também em relatório apresentado por ATTOUI; MERTENS; BECNEL; BELAGANAHALLI 
et al. (2012). Porém, a análise de semelhança do RdRp de CsRV2 e EsRV com os 





Exceto pela sequência do RdRp do segmento 1, os segmentos de CsRV2 também 
mostraram identidade baixa com os Seadornavirus, mas, em grande parte, em função da 
escassez de dados de sequência de EsRV905 ou outros Cardoreovirus para construir 
alinhamentos. A análise filogenética de VP1, VP2, VP3 e VP4 também relevou que os 
Cardoreovirus compartilham um ancestral comum com os Rotavirus, sugerindo que ocorreu 
um salto evolutivo entre os grupos. Acredita-se que isso tenha envolvido a duplicação e o 
rearranjo de genes, alterando o número de segmentos do genoma de 11 dos rotavírus para 
12 para os cardoreovírus (KING; ADAMS; CARSTENS; LEFKOWITZ, 2012). 
As análises de homologia indicaram fortemente que as proteínas putativas que os 
segmentos de CsRV2 codifica são um RdRP (VP1), uma proteína de revestimento da 
camada interna (VP2), uma enzima de cobertura (VP3), uma proteína de revestimento 
externo (VP4) e uma quinase (VP5). DENG; LU; OU; SU et al. (2012) e FLOWERS; 
BACHVAROFF; WARG; NEILL et al. (2016) também usaram buscas por homologia para 
fazer atribuições às funções das proteínas putativas do reovírus que infecta Scylla serrata 
(Mud Crab Reovirus) e Callinectes sapidus (CsRV1). A proteína VP4 mostrou ser uma 
proteína estrutural do capsídeo externo que interage diretamente com o receptor das 
células hospedeiras.  
Embora os padrões eletroforéticos dos genomas de CsRV2 isolado de C. danae e 
CsRV2 de C. sapidus sejam semelhantes, foram observadas algumas divergências 
genéticas nas sequências de nucleotídeos entre as linhagens. Divergências a nível de 
nucleotídeos e aminoácidos também foram observadas em 10 isolados de CsRV1 em C. 
sapidus coletados em diferentes locais nos EUA (nt: 0,2-1,4%, aa: 1,1%) e também entre 5 
isolados no Brasil (nt: 0,3-1,2%, aa: 2,6%) (FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et 
al., 2016).  As análises filogenéticas gerais apoiam a hipótese de co-especiação de que os 
reovírus co-evoluíram com seus respectivos hospedeiros (KING; ADAMS; CARSTENS; 




diferentes isolados de CsRV2 no Brasil, sugerem que o vírus faça parte da ecologia do siri 
há muito tempo e que o genoma do vírus pode ser um marcador útil para entender a 
conectividade da população em escalas espaciais e temporais. 
4.2. Callinectes danae PORTUNIBUNYAVIRUS 1 EM C. danae 
A ordem Bunyavirales é um grupo recente de vírus com genomas de RNA de fita 
simples negativa (-ssRNA), envelopados, medindo cerca de 100 nm de comprimento e 70 
nm de diâmetro e compostos de 2 a 4 segmentos (GUTERRES; DE OLIVEIRA; 
FERNANDES; DE LEMOS et al., 2017; MAES; ADKINS; ALKHOVSKY; AVSIC-ZUPANC et 
al., 2019). Até o momento, a família Cruliviridae é a única família viral que agrupa os 
bunyavírus que infectam crustáceos, contendo um único membro reconhecido pelo Comitê 
Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV), o ‘Wenling Lincruvirus’. Embora numerosos 
vírus relacionados à família tenham sido propostos em crustáceos hospedeiros (BOJKO; 
SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al., 2019; BONAMI; VAGO, 1971; CORBEL; 
COSTE; BONAMI, 2003; SAKUNA; ELLIMAN; TZAMOUZAKI; OWENS, 2018), essa é 
primeira vez que foi possível identificar o genoma do bunyavírus CdPBV1 associado a este 
subfilo.  
As características genômicas de CdPBV1, como a presença de um genoma tripartido 
e semelhança na sequência de RdRp, glicoproteína e proteína do nucleocapsídeo do 
bunyavírus Carcinus maenas Portunibunyavirus 1, recentemente sequenciado e descrito 
por BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al. (2019), dão suporte à 
inclusão do CdPBV1 na família Cruliviridae. As análises filogenéticas apresentadas aqui 
também mostraram que CdPBV1 possui parentesco com os membros das famílias 
Peribunyaviridae, Fimoviridae e Tospovirus, a mesma organização foi observada por 
(BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al., 2019). Ambos resultados 
sugerem que a evolução da ordem Bunyavirales inclui a ramificação inicial da família 




e o Wenling Crustacean virus 7 (LI; SHI; TIAN; LIN et al., 2015; SHI; LIN; TIAN; CHEN et 
al., 2016). A presença de vírus que infecta crustáceos em outras famílias, como 
Phenuiviridae, pode indicar que os ambientes marinhos sejam uma fonte em potencial de 
diversidade de bunyavírus ainda não descoberta (BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; 
STENTIFORD et al., 2019).  
As análises filogenéticas também apresentaram a família Hantaviridae como o grupo 
mais basal do clado que inclui Cruliviridae. Phenuiviridae e Hantaviridae incluem vírus que 
são transmitidos por mosquitos, carrapatos e até roedores silvestres e associados a 
doenças (doença febril, encefalite, febre hemorrágica) em humanos e mamíferos 
(KAZIMIROVA; THANGAMANI; HERMANCE; THANGAMANI et al., 2017; LING; VERNER-
CARLSSON; ERIKSSON; PLYUSNINA et al., 2019; YADAV; NYAYANIT; SHETE; JAIN et 
al., 2019). O parentesco dos vírus que infectam crustáceos com estes grupos pode refletir 
vetorização semelhante de doenças (BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD 
et al., 2019).  
4.3. MICROSCOPIA ELETRÔNICA E HISTOPATOLOGIA 
A morfologia das partículas de CsRV2 foi semelhante aos reovírus já registrados em 
crustáceos braquiúros, como o CsRV1 de C. sapidus (BOWERS; MESSICK; HANIF; 
JAGUS et al., 2010; ZHAO; TAVARES; SCHOTT, 2021), MCRV de S. serrata (WENG, S. 
P.; GUO, Z. X.; SUN, J. J.; CHAN, S. M. et al., 2007), EsRV905 e EsRV WX-2012 de E. 
sinensis (SHEN; MA; HU, 2015; ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004) e W2 de C. 
mediterraneus (MARI; BONAMI, 1988). As partículas de CsRV2 estavam em um arranjo 
paracristalino ou espalhadas dentro do citoplasma, semelhante ao observado nas células 
infectadas por MCRV, CsRV1, EsRV905 e EsRV WX-2012, exceto para W2, que 
apresentou um arranjo do tipo roseta em C. mediterraneus (MARI; BONAMI, 1988). As 
partículas de CdPBV1 também foram semelhantes aos vírus relacionados à ordem 




SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al., 2019) e o S vírus de C. mediterraneus 
(MARI ; BONAMI, 1986). No entanto, as partículas de CdPBV1 estavam espalhadas dentro 
do citoplasma das células, diferente do bunyavírus de C. maenas que desenvolveu matrizes 
paracristalinas. 
Os siris positivos para CsRV2 apresentaram diversas alterações histopatológicas, 
incluindo quatro alterações relacionadas aos efeitos citopáticos dos vírus (inclusão 
intracitoplasmática, sincício, pleomorfismo e neoplasia), dois de processos inflamatórios 
(granuloma e infiltração de hemócitos) e três alterações consideradas irreversíveis 
(necrose, picnose e desprendimento de cutícula). Em relação às alterações envolvidas nos 
processos inflamatórios, a infiltração de hemócitos esteve entre as mais prevalentes nos 
animais infectados. Sua presença é resultado da resposta imunológica dos crustáceos. 
Microrganismos infectantes são reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, que induz 
à migração de hemócitos para os locais de infecção, promovendo uma  clássica resposta 
inflamatória, a infiltração (ANJEL; MORALES, 2008). Esta resposta inflamatória também foi 
observada na lagosta vermelha Cherax quadricarinatus infectada por um orthobunyavírus 
(família Peribunyaviridae), recentemente identificado e sequenciado por SAKUNA; 
ELLIMAN; TZAMOUZAKI e OWENS (2018), evidenciando o papel dos hemócitos na 
resposta a agentes virais em crustáceos.  
Os hemócitos circulantes de crustáceos desempenham um papel fundamental no 
sistema de defesa do hospedeiro, neutralizando os agentes invasores por fagocitose e/ou 
a formação de agregados celulares em torno das partículas invasoras (ANJEL; MORALES, 
2008; JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006). Os siris positivos para CsRV2 
também apresentaram formação de granulomas nas lamelas branquiais, sugerindo a 
ocorrência de infecção por algum agente invasor. JOHNSON (1977) também registrou 
formação de granulomas nas brânquias de C. sapidus positivos para o reovírus CsRV1. 




principalmente aquelas causadas por dinoflagelados do gênero Hematodinium 
(RYAZANOVA; ELISEIKINA; SEMENCHENKO, 2018). No entanto, a prevalência de 
protozoários parasitos foi identificada em apenas 5% dos animais infectados por CsRV2, 
com ocorrência simultânea de granulomas em apenas um animal.  
Inclusões intracitoplasmáticas nos hemócitos do hepatopâncreas e das brânquias 
também foram evidentes nos animais positivos para CsRV2. Os corpúsculos de inclusão 
viral em hemócitos branquiais se caracterizaram por áreas hipercromáticas perinucleares. 
Segundo FLOWERS; SIMMONDS; MESSICK; SULLIVAN et al. (2016), a presença de 
inclusões intracitoplasmáticas indica a presença de vírus de RNA, a afirmação foi 
confirmada através da extração de RNA de amostras de tecido muscular de C. sapidus 
infectados por CsRV1 e analisados em eletroforese, que revelou a presença dos 12 
segmentos de dsRNA do reovírus. Isso pode ser explicado pelo fato da replicação do 
reovírus ocorrer no citoplasma das células do hospedeiro (ATTOUI; MERTENS; BECNEL; 
BELAGANAHALLI et al., 2012; TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et al., 2011). 
CHEN; YANG; LOU e JUAN (2011) e WENG, S.-P.; GUO, Z.-X.; SUN, J.-J.; CHAN, S.-M. 
et al. (2007) também registraram inclusões intracitoplasmáticas nas brânquias de todos os 
espécimes de Scylla serrata infectados por RLV, atualmente chamado de CsRV1. Os 
autores também reportaram que os corpúsculos de inclusão eosinófilos apresentavam 
diferentes tons de vermelho próximo ao núcleo das células infectadas. Inclusões 
intracitoplasmáticas também foram comuns em infecções por bunyavírus e foi registrado 
nos hemócitos das brânquias de C. maenas infectados por um bunyavírus recentemente 
nomeado de CmPBV1 (BANG, 1971; BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD 
et al., 2019).  
Durante a infecção viral, as proteínas presentes no envelope do vírus são usadas 
para invadir a célula do hospedeiro, em seguida são transportadas para a superfície da 




ocasionando os sincícios (ALBRECHT; FONS; BOLDOGH; RABSON, 1996). Os sincícios 
podem se formar quando as células são infectadas com certos tipos de vírus, como a SARS-
CoV-2 em células humanas, por exemplo (BUCHRIESER; DUFLOO; HUBERT; MONEL et 
al., 2020; GIACCA; BUSSANI; SCHNEIDER; ZENTILIN et al., 2020; XU; SHI; WANG; 
ZHANG et al., 2020). Certos membros da família Reoviridae possuem um conjunto único 
de proteínas para a fusão com a célula do hospedeiro, no entanto, a formação de sincício 
induzida por reovírus não é encontrada em humanos, mas é usualmente registrada em 
várias espécies de répteis, como cobras, lagartos e iguanas (DUNCAN; CORCORAN; 
SHOU; STOLTZ, 2004; SALSMAN; TOP; BOUTILIER; DUNCAN, 2005). Em crustáceos, 
hemócitos hialinos multinucleados foram registrados em C. sapidus durante os estudos 
histopatológicos realizados por JOHNSON (1977). No entanto, segundo o autor, a 
associação com o reovirus CsRV1 não ficou evidente. No presente estudo, os sincícios 
foram encontrados com frequência nas brânquias e no tecido conjuntivo frouxo entre os 
túbulos do hepatopâncreas de C. danae, podendo ser utilizados como referência para o 
diagnóstico. 
Relatos de proliferação anormal de tecidos em crustáceos decápodes marinhos são 
extremamente raros (VOGT, 2008). A maioria das neoplasias é considerada espontânea 
ou resultante de contaminação ambiental, malformação congênita, idade ou predisposição 
genética, não sendo transmissível. As exceções são justamente as neoplasias causadas 
por vírus infecciosos (MEYERS; BURTON; BENTZ; STARKEY, 2008). LIGHTNER e 
BROCK (1987) descreveram a ocorrência de neoplasia em vários tecidos de Litopenaeus 
vannamei infectados pelo vírus causador da necrose hipodérmica e hematopoiética 
infecciosa (IHHN) e sugeriram uma relação entre a doença e a neoplasia. No presente 
estudo, alterações semelhantes a neoplasia foram identificadas em baixa prevalência nas 
brânquias e hepatopâncreas de C. danae infectado por CsRV2, mas a etiologia dessa 




4.4. POTENCIAIS IMPACTOS DA INFECÇÃO POR CsRV2 E CdPBV1 EM C. danae 
Entre os reovírus que causam mortalidade em crustáceos, o CsRV1 é uma das 
espécies mais associadas a episódios de elevada e rápida mortalidade de C. sapidus em 
cultivo (BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010; FLOWERS; JOHNSON; 
AGUILAR; SCHOTT, 2018; JOHNSON, 1977; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS 
et al., 2019; TANG; MESSICK; PANTOJA; REDMAN et al., 2011). Há registros de alta 
prevalência de CsRV1 associados à mortalidade de animais em sistemas de produção de 
siri-mole (FLOWERS; BACHVAROFF; WARG; NEILL et al., 2016; SPITZNAGEL; SMALL; 
LIVELY; SHIELDS et al., 2019). Os sinais clínicos típicos associado a infecções por reovírus 
em crustáceos braquiúros são letargia, anorexia, tremores e paralisia nas fases finais da 
infecção (BONAMI; ZHANG, 2011; JOHNSON, 1977). Sob condições laboratoriais, 
Injeções de CsRV1 causam 100% de mortalidade em C. sapidus em poucos dias 
(BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010).  
A mortalidade de diferentes espécies de crustáceos também foi reportada em 
infecções experimentais com outras espécies de reovírus. A injeção experimental de vírus 
P purificado causou inicialmente tremores em 60% de Macropipus depurator, seguido de 
paralisia e mortalidade de 70 a 80% dos animais infectados após 9 dias (BONAMI; COMPS; 
VEYRUNES, 1976). A infecção experimental de S. serrata com MCRV por injeção 
intramuscular, inoculação em banho e inoculação oral também levou a 100% de 
mortalidade, enquanto a coabitação causou 80% de mortalidade (WENG, S.-P.; GUO, Z.-
X.; SUN, J.-J.; CHAN, S.-M. et al., 2007). Já a infecção experimental de E. sinensis com 
EsRV905 e EsRV816 purificados causou apenas 30% de mortalidade, sem relatos de 
tremores (BONAMI; ZHANG, 2011; ZHANG; SHI; ZHANG; BONAMI, 2004). 
Em relação aos bunyavírus, o lagostim Cherax quadricarinatus pode ser infectado 
por um bunyavírus que causa mortalidade do hospedeiro quando a carga viral excede 106 




40% em apenas 3 semanas (SAKUNA; ELLIMAN; TZAMOUZAKI; OWENS, 2018). BOJKO; 
SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al. (2019) sugere que CmPBV seja um 
patógeno que poderia coinfectar C. maenas e interagir positiva ou negativamente com a 
fauna local em novos ambientes. Além de detectarem o reovírus EsRV905, ZHANG; SHI; 
ZHANG e BONAMI (2004) também identificaram simultaneamente em E. sinensis um vírus 
do tipo bunya e, conforme indicado por infecções experimentais, esse vírus seria o agente 
causador da síndrome do tremor em E. sinensis. Além disso, a taxa de mortalidade foi 
acelerada quando os animais estavam coinfectados com EsRV905 e pelo vírus do tipo 
bunya. Estudos complementares sobre o grau de virulência e patogenicidade de CsRV2 e 
CdPBV1, bem como a coinfecção em C. danae serão fundamentais para a melhor 
compreensão dos potenciais impactos que esses vírus emergentes podem causar para 
empreendimentos aquícolas ou aos estoques naturais de C. danae no Brasil.  
5. CONCLUSÃO 
Nosso estudo apresentou evidências consistentes de que o CsRV2, um vírus 
recentemente detectado em C. danae, está relacionado aos membros da família Reoviridae 
e do gênero Cardoreovirus, apresentando variação genética em comparação com o CsRV2 
detectado em C. sapidus no extremo sul do Brasil. A utilização da abordagem 
metagenômica no estudo, também permitiu a descoberta de um genoma relacionado a 
ordem Bunyavirales coinfectando o exemplar de C. danae, o CdPBV1. Por meio da 
combinação do uso de abordagens diagnósticas modernas e tradicionais, foi possível 
constatar que CsRV2 e CdPBV1 apresentam características moleculares e morfológicas 
semelhantes aos reovírus e bunyavírus já detectados em crustáceos. Por fim, este estudo 
constatou que ambos os vírus infectam os tecidos derivados da ectoderme (epitélio 
branquial) e mesoderme (tecido muscular, tecido conjuntivo do hepatopâncreas e 
hemócitos), podendo ser capazes de causar alterações histopatológicas com potencial 




Os dados apresentados aqui abrem as portas para uma compreensão mais ampla 
desses vírus, incluindo estudos complementares que deverão envolver o desenvolvimento 
de um ensaio de RT-qPCR para quantificar a carga viral de ambos os vírus, bem como a 
realização de ensaios de infecção experimental de CsRV2 e CdPBV1 em C. danae, que 
possibilitarão uma melhor compreensão da patogenicidade e grau de virulência de ambos 
os vírus. Para que, dessa forma sejam desenvolvidas, caso necessário, medidas de 
mitigação ou de convivência com estes novos vírus.  
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RESUMO 
O objetivo do presente estudo foi avaliar a patogenicidade de CsRV2 em Callinectes danae, 
bem como os efeitos da infecção sobre os parâmetros metabólicos, imunológicos e 
comportamentais do hospedeiro. Para isso, os exemplares de C. danae negativos para 
CsRV2 conforme análise por RT-qPCR foram distribuídos em dois grupos experimentais. 
Um grupo recebeu injeção de um inóculo de CsRV2 (n=10) e o outro recebeu uma injeção 
intramuscular de solução salina (n=15). Após 14 dias de experimento, todos os siris que 
receberam a injeção de CsRV2 testaram positivos para CsRV2. No entanto, constatou-se 
que 11 siris do grupo controle também testaram positivos e passaram a ser considerados 
como um grupo experimental adicional. A mortalidade cumulativa no grupo desafiado com 
CsRV2 atingiu 70% após 14 dias. Já no grupo controle que foi contaminado com CsRV2 
durante o experimento foi registrada somente uma morte (9%). No grupo controle negativo 
(animais do grupo controle que se mantiveram negativados durante todo o experimento) 
nenhuma morte foi registrada. Ao final do experimento usando testes de RT-PCR, detectou-
se a presença de C. danae Portunibunyavirus 1 (CdPBV1) nos siris que receberam o 
inóculo de CsRV2, o que explicou a alta taxa de mortalidade registrada no grupo desafiado. 
O fluxo de amônia nos siris não foi afetado significativamente (p>0,05) pela infecção viral. 
Por outro lado, o consumo de oxigênio foi afetado (p<0,05) pela infecção por CsRV2 e pela 
coinfecção por CsRV2 e CdPBV1 em comparação com o grupo controle negativo, 




infecção viral. Também foi observado um aumento da proporção de comprometimento 
reflexo dos siris infectados por CsRV2 e CdPBV1 em comparação com o grupo controle, 
como provável consequência da exaustão fisiológica. Além disso, foi observada uma 
tendência na redução do número de granulócitos nos siris infectados por CsRV2 e CdPBV1 
em comparação com o grupo controle. Os dados gerados evidenciam que CsRV2 é 
patogênico para C. danae, mas que a coinfecção de C. danae por CsRV2 e CdPBV1 
exacerba as alterações metabólicas, comportamentais e imunológicas, aumentando a 
mortalidade dos organismos infectados. 
Palavras-chave: Reovírus; Bunyavírus; Portunidae; Mortalidade; ṀO2 
1. INTRODUÇÃO 
Os siris pertencentes ao gênero Callinectes spp. estão amplamente distribuídos nas 
regiões neotropicais e subtropicais, desde o Atlântico Norte, na costa dos Estados Unidos, 
até o sul da América, na costa do Uruguai (MELO, 1996; WILLIAMS, 1974).  Em toda essa 
faixa continental, os siris-azuis são considerados importantes recursos pesqueiros, tendo 
gerado cerca de 1 milhão de toneladas capturadas entre 2010 e 2019  (FAO, 2020). Além 
disso, os siris são conhecidos por seu grande potencial econômico para a aquicultura 
(TOBIAS-QUINITIO; LIBUNAO; PARADO-ESTEPA; CALPE, 2015). O cultivo de siri-mole é 
uma das formas mais lucrativas de agregar valor à pesca do siri e um componente efetivo 
da indústria global de frutos-do-mar, além de ser uma importante fonte de emprego e renda 
em diversos países, como nos Estados Unidos e em vários países da Ásia (FERDOUSHI; 
XIANG; HASAN, 2010; HUNGRIA; TAVARES; PEREIRA; SILVA et al., 2017; KENNEDY; 
CRONIN, 2007; TAVARES; SILVA; PEREIRA; OSTRENSKY, 2018).  
Ao longo da costa brasileira, Callinectes danae (Smith, 1869) apresenta grande 
importância ecológica, social e econômica como espécie explorada pela pesca (BRANCO; 
MASUNARI, 2000; BRANCO; VERANI, 1997; CHACUR; NEGREIROS-FRANSOZO, 2001; 
COSTA; NEGREIROS-FRANSOZO, 1998; JOYEUX; NALESSO; SFORZA, 2010). Mais 
recentemente, a espécie também tem sido explorada pela nascente indústria de produção 
de siri-mole, principalmente pela abundância de animais provenientes da pesca e da 




TAVARES; SILVA; PEREIRA; OSTRENSKY, 2018).  No entanto, um dos principais fatores 
que limitam a indústria de siri-mole é a alta taxa de mortalidade geralmente registradas nas 
instalações de cultivo, que podem chegar e superar o patamar de 50% dos organismos 
estocados, o que compromete a viabilidade financeira dos empreendimentos (CHAVES; 
EGGLESTON, 2003; SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al., 2019). Apesar do 
grande potencial econômico do cultivo de C. danae como siri-mole no Brasil, poucos 
estudos se dedicam a elucidar as causas da mortalidade desta espécie em cultivo.  
Em estudos anteriores, que tiveram como objetivo identificar as características 
biológicas de C. danae para a produção de siri-mole no Brasil, OSTRENSKY; VENTURA; 
CORRÊA; SANTOS et al. (2015) relataram uma taxa de mortalidade de 37,5% em um 
sistema de fluxo contínuo em condições laboratoriais, porém as causas da mortalidade não 
puderam ser determinadas. Mais recentemente, durante um episódio de mortalidade 
(48,9%) de C. danae mantidos em sistema de recirculação, na região Sul do Brasil, a 
presença de um novo vírus foi detectada e esse vírus recebeu provisoriamente a 
denominação de Callinectes sapidus reovirus 2 (CsRV2) (Tavares et al., no prelo). A 
primeira descrição da presença do CsRV2 foi realizada em siris coletados próximos ao 
município de Tramandaí - Rio Grande do Sul, no extremo sul do Brasil (ZHAO; FLOWERS; 
SCHOTT, 2021). Na ocasião, foi relatada a presença do genoma de dupla fita de RNA do 
vírus em extratos de RNA de C. sapidus. Mais recentemente, o reovírus foi sequenciado 
utilizando abordagem metagenômica, o que permitiu a descoberta de um genoma 
semelhante à bunyavírus provisoriamente nominado como Callinectes danae 
Portunibunyavirus 1 (CdPBV1) coinfectando C. danae (TAVARES et al., no prelo). 
O CsRV2 é um reovírus com genoma de 12 segmentos de RNA de fita dupla 
(dsRNA), com partículas virais de simetria icosaédrica de aproximadamente 60 nm de 
diâmetro (TAVARES et al., no prelo;  ZHAO; FLOWERS; SCHOTT, 2021). Durante a 




tecido conjuntivo, principalmente nas brânquias e hepatopâncreas (TAVARES et al., no 
prelo). Já o CdPBV1 é um vírus semelhante à bunyavírus, com genoma tripartido, incluindo 
segmentos de RNA de fita simples grande (6.654 nt), médio (3.120 nt) e pequeno (1.656 
nt), que mostram maior identidade com Carcinus maenas Portunibunyavirus 1, membro da 
família Cruliviridae (BOJKO; SUBRAMANIAM; WALTZEK; STENTIFORD et al., 2019). Em 
exemplares de C. danae infectados por CsRV2 foram descritas alterações histológicas 
branquiais como inclusão intracitoplasmática, infiltração de hemócitos, formação de 
granulomas e sincícios (TAVARES et al., no prelo). Além disso, a infecção por CsRV2 foi 
associada a alterações fisiológicas e comportamentais significativas em C. danae, como a 
redução de reservas de substrato energético no hepatopâncreas e perda da ação reflexa 
em animais infectados, indicando que o CsRV2 poderia alterar o estado fisiológico dos 
animais e, consequentemente, a saúde dos siris, tanto no ambiente natural como em 
cativeiro (TAVARES et al., no prelo). No entanto, mesmo com a descoberta e descrição do 
CsRV2 em C. danae, a sua patogenicidade para o hospedeiro ainda não foi completamente 
compreendida. 
Nos crustáceos o tecido branquial é multifuncional e responsável por vários 
processos fisiológicos, incluindo o transporte e regulação iônica (TOWLE; BURNETT, 
2007); excreção de produtos residuais nitrogenados (HENRY; LUCU; ONKEN; 
WEIHRAUCH, 2012); trocas gasosas (BURNETT; MCMAHON, 1985; MANGUM; 
MCMAHON; DEFUR; WHEATLY, 1985; WEIHRAUCH; MORRIS; TOWLE, 2004; 
WEIHRAUCH; ZIEGLER; SIEBERS; TOWLE, 2001); além de  desempenharem um papel 
importante na resposta imunológica contra patógenos (BURGENTS; BURNETT; STABB; 
BURNETT, 2005; JOHNSON, 1976; MARTIN; QUINTERO; QUIGLEY; KHOSROVIAN, 
2000; WHITE; RATCLIFFE; ROSSA, 2009). O consumo de oxigênio (ṀO2) e a excreção de 
amônia têm sido utilizados como bons biomarcadores para avaliar o metabolismo dos 




diferentes fatores estressantes, incluindo os casos de infecções virais (CLAYBROOK, 1983; 
FREIRE; SAMPAIO, 2021; ROSAS; MARTINEZ; GAXIOLA; BRITO et al., 1999; ROSAS; 
VANEGAS; ALCARAZ; DÍAZ, 1991; VILLARREAL; HINOJOSA; NARANJO, 1994; 
WEIHRAUCH; FEHSENFELD; QUIJADA-RODRIGUEZ, 2017). Além destes, o 
acompanhamento de parâmetros imunológicos durante o cultivo também pode funcionar 
como um indicador do estado de saúde de crustáceos em resposta à ação de patógenos 
(BARRACCO, 2004). Entre os parâmetros imunológicos, a contagem total e diferencial de 
hemócitos (THC) na hemolinfa é um dos parâmetros mais afetados por condições de 
estresse ambiental ou por infecções virais (PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO, 2012; 
SHIELDS; OVERSTREET, 2003).  
O objetivo inicial do presente estudo era avaliar, in vivo, a patogenicidade de CsRV2 
em C. danae, bem como os efeitos da infecção sobre indicadores de atividade metabólica 
(taxas de consumo de O2 e excreção de amônia), imunológicos (contagem total e diferencial 
de hemócitos) e comportamentais (teste de preditor de mortalidade por ação reflexa, 
RAMP) no hospedeiro após infecção experimental via injeção intramuscular. Porém, no 
decorrer do estudo, também foi detectada a presença de CdPBV1 nos animais que foram 
desafiados com CsRV2, o que proporcionou uma compreensão mais abrangente dos 
efeitos da coinfecção por CsRV2 e CdPBV1. 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. COLETA, TRANSPORTE E ACLIMATAÇÃO DOS ANIMAIS 
A Figura 18 mostra o fluxograma das etapas de coleta, transporte, seleção dos 
animais, tratamentos experimentais e análises realizadas durante o experimento. 
Exemplares machos de C. danae (n=44), com largura de carapaça de 55 a 70 mm foram 
obtidos por pescadores artesanais na Vila de São Miguel (25°25'48"S/48°27'12"W), 
localizada na baía de Paranaguá, município de Paranaguá, Paraná, Brasil. Os siris foram 




rede com abertura de 20 mm entre nós. Imediatamente após a coleta, os siris vivos foram 
acondicionados individualmente em garrafas PET vazias e protegidos com tecido de fibra 
de juta umedecido com água do próprio local da captura. Nessas condições os animais 
foram transportados até o Laboratório de Pesquisa com Organismos Aquáticos (LAPOA) 
do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA), da Universidade Federal 
do Paraná (UFPR), localizado em Curitiba, Paraná (25°24'47.5"S/49°14'52.6"W).  
No laboratório, os siris foram identificados até o nível específico, com base no 
manual de identificação elaborado por MELO (1996). De cada exemplar, foi mensurada a 
largura da carapaça (distância entre a base dos espinhos laterais), com o auxílio de um 
paquímetro manual (Vonder, Brasil), e aferido o peso, com o auxílio de uma balança digital 
de precisão (Marte AL 500c - 0,001g, Brasil). Os siris foram colocados individualmente em 
aquários de vidro, preenchidos com 7 L de água marinha artificial (25 ups) e submetidos à 
aeração artificial. Nestes aquários, os animais foram mantidos durante três dias, a título de 
aclimatação às condições laboratoriais. Para garantir que os siris estivessem livres de 
CsRV2 antes da infecção experimental, um dos pereiópodos de cada animal foi coletado 
para extração de RNA, como descrito na seção 2.4. 
2.2. PREPARAÇÃO DO INÓCULO DE CSRV2 
Um exemplar de C. danae comprovadamente infectado com CsRV2 foi utilizado para 
a preparação do inóculo viral. A presença do reovírus foi confirmada após a visualização 
das bandas de dsRNA do extrato de RNA em gel de agarose. Para a preparação do inóculo, 
uma amostra contendo 218,8 mg de tecido muscular foi homogeneizada em 6 mL de água 
marinha artificial (Blue Treasure, China), na salinidade de 15 ups, usando um 
homogeneizador ultrassônico (Eco-Sonics, QR500, Brasil). Após centrifugação (1500 g por 
5 min. a 4ºC) do homogenado, o sobrenadante foi filtrado (0,45 μm) e mantido a -80ºC até 
utilização. O número de cópias de CsRV2 no filtrado foi quantificado por RT-qPCR, como 




2.3. TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS 
Somente os animais que testaram negativo para CsRV2 (n=25) foram utilizados no 
experimento. Duas salas experimentais independentes, mantidas sob temperatura (24 ± 
1°C) e fotoperíodo controlados (12:12 horas de claro e escuro) foram utilizadas para a 
manutenção dos tratamentos controle e infectado. Os siris do grupo controle (n=15) foram 
injetados com 40 µL de solução salina estéril (15 ups). Já nos animais do tratamento 
infectado (n=10) foram injetados 40 µL de solução homogeneizada de CsRV2, 
representando cerca de 1,5 mg de tecido infectado. Em ambos os tratamentos, as injeções 
intramusculares foram precedidas pela antissepsia do local com etanol 70% e realizadas 
na base do quinto pereiópodo, utilizando seringas do tipo insulina. Os animais do grupo 
controle e os desafiados com CsRV2 foram separados em duas salas para evitar 
contaminação cruzada entre os grupos, além disso o compartilhamento de utensílios entre 
as salas foi evitado. Adotando-se todas as medidas de boas práticas de laboratório e 
biossegurança para a manipulação de patógenos classificados como agentes de risco 
biológico classe II. 
Os animais foram monitorados diariamente ao longo de 14 dias. Imediatamente após 
a identificação de animais mortos, era realizado o registro do animal e a coleta de tecidos, 
de acordo com a metodologia descrita na seção 0. A cada 12 horas, a água das unidades 
experimentais era renovada (100%) com água previamente tratada com solução de 
hipoclorito de sódio a 12% (5 ppm), neutralizada com solução de tiossulfato de sódio e 
reconstituída com sal artificial a 25 ups (Blue Treasure, China). Diariamente foi realizada a 
mensuração dos seguintes parâmetros físicos e químicos da água: salinidade [refratômetro 
óptico (Instrutemp, Brasil)]; pH [pHmetro digital (Horiba, Japão)]; temperatura (°C), oxigênio 
dissolvido (mg L-1) e saturação de oxigênio (%) [oxímetro digital (YSI, 550A, EUA)]; e 
concentração de nitrogênio na forma de amônia total (mg L-1 de N-AT). A concentração de 




descrita por VERDOUW; VAN ECHTELD e DEKKERS (1978), mediante leitura das 
amostras em 595 nm (SpectraMax 340PC, Molecular Devices®, EUA). Além disso, antes 
da primeira troca de água diária nos dias 4, 8 e 12, cerca de 180 mL foi filtrado (membrana 
de nitrato celulose de 0,45 μm) para detectar e quantificar a presença de CsRV2 na água 
de cultivo por RT-qPCR, como descrito na seção 2.5. 
Todos os siris foram alimentados a cada quatro dias com carne de peixe 
(Oreochromis niloticus) na proporção equivalente a 4% do seu peso vivo. Uma hora após a 
oferta do alimento, os resíduos eram coletados e pesados e o valor utilizado para estimativa 
da taxa de ingestão de alimentos (em %), calculada pela diferença do peso (g) do alimento 
ofertado e o alimento residual, dividido pelo peso (g) ofertado e multiplicado por 100. Após 
quatorze dias de experimento ou assim que era constatada a morte, um dos pereiópodos 
de cada animal era coletado e imediatamente armazenado a -80°C para posterior análise 
molecular para confirmação da presença de CsRV2. 
2.4. EXTRAÇÃO DE RNA 
Todas as superfícies de manuseio eram previamente desinfetadas com solução de 
hipoclorito de sódio a 10% para evitar possíveis contaminações. Os pereiópodos foram 
dissecados com material cirúrgico estéril. Fragmentos de 25 a 100 mg de músculo foram 
excisados de um pereiópodo e homogeneizados em 1,0 mL de solução ácida de extração, 
contendo tiocianato de guanidínio, acetato de sódio, fenol e clorofórmio, elaborada 
conforme o protocolo de preparação da solução descrito por RODRIGUEZ-EZPELETA; 
TEIJEIRO; FORGET; BURGER et al. (2009). A extração do RNA foi realizada seguindo o 
protocolo proposto por SPITZNAGEL; SMALL; LIVELY; SHIELDS et al. (2019). Os 
fragmentos de RNA resultantes foram dissolvidos em EDTA 1 mM para diminuir a 
degradação do RNA e armazenadas a -20°C. As amostras de controle negativo (tecido 
muscular de Oreochromis niloticus) foram extraídas antes e depois dos conjuntos de 




garantir controle de qualidade ao processo de análise molecular. A pureza e concentração 
do RNA foram avaliadas por fluorimetria Qubit® 4.0 (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 
USA), seguindo as recomendações do fabricante. 
2.5. DESENHO DE PRIMERS E ENSAIO RT-qPCR PARA CsRV2 
Os conjuntos de primers para o ensaio de RT-qPCR (do inglês Reverse 
Transcriptase Quantitative PCR) foram projetados com base na sequência do gene RNA 
polimerase dependente de RNA (RdRp) do primeiro segmento do genoma de CsRV2, com 
o auxílio da ferramenta computacional Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi). A validação dos primers selecionados incluiu uma avaliação da 
fluorescência em controles negativos e a presença de produtos secundários por RT-PCR 
end-point, conforme indicado por temperaturas de melting anômalas e tamanho do 
amplicon previsto e produzido em gel de agarose (2%). 
O par de primer escolhido foi projetado para amplificar uma região de 97 bp do 
segmento 1 do genoma de 3,6 kb: forward primer (5’-AGGATGAGCCAAATGTTGAAGTCC-
3’); reverse primer (5’-GGGTTGCACTTCTTCCCAAACC-3’). Para preparar os padrões de 
dsRNA para RT-qPCR, o RNA total foi extraído do músculo de um siri infectado com CsRV2. 
Em seguida, o dsRNA foi enriquecido com pó de celulose e precipitado com etanol 
(BOWERS; MESSICK; HANIF; JAGUS et al., 2010). A eletroforese em gel de agarose foi 
usada para confirmar a pureza e integridade dos segmentos genômicos do dsRNA. A 
quantificação espectrofotométrica do dsRNA (Qubit® 4.0, Thermo Fisher Scientific, USA) foi 
usada para calcular o número de cópias do genoma (cópias µL-1) com base no tamanho do 
genoma estimado de 20,9 Kb, conforme metodologia de MIJATOVIC-RUSTEMPASIC; 
TAM; KERIN; LEWIS et al. (2013). Os padrões de dsRNA para RT-qPCR foram preparados 
a partir de diluições, utilizando água ultrapura, em série (log10) do dsRNA viral, variando de 




Antes da transcrição reversa, uma etapa de fusão e anelamento de dsRNA para os 
primers e o template foi introduzida para melhorar a sensibilidade e diminuir a fluorescência 
de fundo. Os extratos de RNA total, controle negativo e os padrões de dsRNA foram 
combinados com um volume igual de mistura de primer, que continha o primer forward e o 
reverse (3,33 µM), todos executados em triplicata. O template com os primers foram 
aquecidos a 95°C durante 5 min. e rapidamente resfriados a 4°C. Dois microlitros da mistura 
de primer e template foram usados na reação de 10 µL de RT-qPCR. A reação de RT-qPCR 
incluiu uma etapa com 2x SYBR Green RT-PCR Master Mix, QN SYBR Green RT-Mix 
(QuantiNova™ SYBR Green RT-PCR Kit, Qiagen) e 0,5 µM de cada primer. A transcrição 
reversa e amplificação foram conduzidas em um sistema de PCR em tempo real no Rotor-
Gene Q (Qiagen, Alemanha) com as seguintes condições: 10 min. a 50°C (transcrição 
reversa), seguido por 2 min. a 95°C (inativação da transcriptase reversa e desnaturação do 
template). A amplificação foi alcançada por 40 ciclos de 5 segundos a 95°C (desnaturação), 
seguido por 10 segundos a 60°C (anelamento e alongamento).  
2.6. RT-PCR END-POINT PARA DETECÇÃO DE CdPBV1 
Para a detecção da presença de CdPBV1 nos siris dos grupos controle e desafiado 
com CsRV2 após 14 dias de experimento, um conjunto de primers para o ensaio de RT-
PCR end-point foi projetado, com base na sequência do gene RdRp, para amplificar uma 
região de 127 bp do segmento 1 do genoma de 6,5 kb: forward primer (5’-
CAGTCAGCACCGAGATTCATTTGG-3’); reverse primer (5’- 
GTACATCATGCCGTTGTTTGTTTCC-3’). A reação de RT-PCR incluiu uma etapa com 2x 
SYBR Green PCR Master Mix (QuantiNova™ SYBR Green PCR Kit, Qiagen), QN SYBR 
Green RT-Mix (QuantiNova™ SYBR Green RT-PCR Kit, Qiagen), 0,5 µM de cada primer e 
o extrato de RNA total (volume de 1,5 µL para reações de 10 µL). A transcrição reversa e 
a amplificação foram conduzidas em um sistema de PCR em tempo real no Rotor-Gene Q 




PCR (3 µL) foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 2% (solução tampão TBE 
0,5X) e visualizado por coloração GelRed™ (Biotium, CA, USA), para a confirmação do 
tamanho do amplicon previsto. Para cada amostra aplicada, utilizou-se 1 μL de corante 
BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X) (Thermo Fisher Scientific, USA). No caso do ladder, 
utilizou-se 1,3 mL de marcador de peso molecular 100 bp (TrackIt™ 100 bp DNA Ladder, 
Thermo Fisher Scientific, USA). 
2.7. FLUXO DE AMÔNIA TOTAL  
Um dos parâmetros utilizados como indicativo de atividade metabólica dos animais 
foi sua taxa de excreção de amônia. No quarto dia de experimento, antes e após a 
realização do manejo alimentar, amostras de água (2 mL) foram coletadas a cada duas 
horas, durante oito horas, para determinação da concentração de amônia total. Os tubos 
vedados e identificados foram armazenados (−20°C) até a realização da análise. A 
concentração de amônia total (mg de N-AT L-1)  foi realizada de acordo com a metodologia 
de indofenol descrita por VERDOUW; VAN ECHTELD e DEKKERS (1978), com leitura das 
amostras em 595 nm (SpectraMax 340PC, Molecular Devices®, EUA). As taxas de fluxo de 
amônia-N (Jamm [μmol N kg h−1]) foram calculadas de acordo com DAL PONT; SOUZA-
BASTOS; GIACOMIN; DOLATTO et al. (2019), usando a equação (1) apresentada a seguir:  
(1)                        𝑱𝒂𝒎𝒎 =  (𝒂𝒎𝒎𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍−𝒂𝒎𝒎𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍) .  𝑽𝑾 .  𝑻  
Onde amminicial representa a concentração inicial de amônia (μmol L−1) e ammfinal a 
concentração final de amônia (μmol L−1), V é o volume de água experimental (L), W é o 
peso do animal (kg) e T é a duração do período de fluxo (h). 
2.8. TAXA DE CONSUMO DE OXIGÊNIO (ṀO2) 
Ao final do período experimental foi realizado um experimento com os animais 
sobreviventes (controle negativo n=4, controle infectado por CsRV2 n=10 e tratamento n=3) 
para avaliar a ṀO2. Para isso, os siris foram cuidadosamente acondicionados em frascos 




visual dos animais com o meio externo, e preenchidos até a tampa com água salgada (25 
ups) saturada com oxigênios dissolvido (O2). A pressão parcial inicial de oxigênio (PO2) foi 
medida usando um medidor de oxigênio portátil e uma sonda (YSI, 550A, EUA). Em 
seguida, a tampa do recipiente foi selada com látex de borracha (127mm × 127mm - K-
Dent®, Sanctuary Health SDN, Malásia) para evitar a difusão de O2 do ar atmosférico para 
a água. A PO2 inicial (média ± DP) foi de 174,5 ± 4,0 Torr. Os siris foram mantidos nessa 
condição por 35 minutos. Ao final deste período, uma medição final da PO2 foi realizada. 
As concentrações de O2 (μmol O2 L−1) na água foram obtidas convertendo os valores de 
PO2 usando as constantes de solubilidade descritas por BOUTILIER; HEMING e IWAMA 
(1984). A taxa de consumo de oxigênio (ṀO2 [μmol O2 kg h−1]) foi calculada de acordo com 
DAL PONT; SOUZA-BASTOS; GIACOMIN; DOLATTO et al. (2019), usando a equação (2) 
apresentada a seguir:  
(2)                               𝑴𝑶𝟐 = (𝑶𝟐𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍− 𝑶𝟐𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍) .𝑽𝑾.𝑻  
O O2inicial e O2final representam as concentrações de oxigênio na água (μmol L−1) no 
início e no final do experimento, respectivamente. V é o volume de água experimental (L), 
W é o peso do animal (kg) e T é a duração do período de fluxo (h). 
2.9. AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 
Para avaliar se a infecção viral de CsRV2 causou alterações comportamentais 
detectáveis em C. danae, nos dias 0, 7 e 14 do experimento as respostas comportamentais 
de todos os siris foram analisadas usando o teste RAMP (Preditor de Mortalidade por Ação 
Reflexa). Este teste envolveu a análise dos seis reflexos motores previstos na metodologia 
desenvolvida por STONER (2012) e validada por TAVARES et al. (no prelo) para C. danae. 
A partir dos resultados obtidos, foi criado um índice com pontuação variando de 0 (nenhum 
reflexo perdido) a 6 (todos os reflexos ausentes).  A proporção de comprometimento reflexo 




valor pelo número total de reflexos observados. Os valores obtidos foram utilizados para a 
análise estatística e correlacionados com a presença/ausência do vírus. 
2.10. IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE HEMÓCITOS POR CITOMETRIA DE 
FLUXO 
Ao final do período experimental, a hemolinfa (~1 mL) foi coletada dos siris 
sobreviventes (controle negativo n=4, controle infectado por CsRV2 n=10 e tratamento n=3) 
para avaliar a contagem total de hemócitos (THC). A coleta foi feita por meio de uma seringa 
de insulina contendo 10 μL de citrato de sódio (10%) como anticoagulante e imediatamente 
analisada usando um citômetro de fluxo Cytoflex® (Beckman Coulter, Califórnia, EUA). Os 
hemócitos foram contados e analisados com base em seus tamanhos (dispersão direta; 
FSC) e granularidade celular (dispersão lateral; SSC), de acordo com a metodologia de 
CHUNG; PITULA; SCHOTT; ALVAREZ et al. (2015). Os dados de contagem total de 
hemócitos (THC) são apresentados como THC/mL hemolinfa (n), onde n é o número de 
animais.  
2.11. ANÁLISE DE DADOS 
A sobrevivência dos siris foi analisada com a aplicação das curvas de Kaplan-Meier 
e comparadas através dos métodos Mantel-Cox, Breslow e Tarone-Ware (software IBM 
SPSS® Statistical Package for Social Sciences, versão 22). Os dados de ṀO2, fluxo de 
amônia total (Jamm), teste de reflexo de RAMP, THC e de carga viral foram previamente 
submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnoff, seguido 
pelo teste de homogeneidade das variâncias de Chochan C., Hartley & Bartlett e pelo teste 
de homoscedasticidade. Os dados paramétricos foram analisados através de ANOVA One-
way, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os dados não paramétricos foram analisados 
através dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Em todas as análises, realizadas 
utilizando-se o software Statsoft Statistica®, versão 10, foi considerando um nível de 




Figura 18. Fluxograma esquemático das etapas do experimento de infecção experimental 
de CsRV2 em Callinectes danae em condições de laboratório. As setas tracejadas indicam 
o grupo experimental adicional, os siris que receberam injeção de solução salina, mas que 
se infectaram com CsRV2 durante o período experimental. 
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3.1. QUANTIFICAÇÃO DE CsRV2 POR RT-qPCR 
No processo de validação dos primers, a análise da curva de melting para os 
produtos de PCR produzidos a partir de dsRNA indicaram, de forma consiste, temperaturas 
de melting entre 81,9 e 82,5°C. Ao analisar o gel de agarose após o ensaio de RT-qPCR 
usando os primers de CsRV2, o produto esperado de 97 bp era obtido. Já, para o controle 
negativo para CsRV2 (água ultrapura) os primers não produziram produtos.  
O RNA total do músculo de C. danae foi analisado antes e depois da infecção 
experimental usando o ensaio RT-qPCR para CsRV2. As curvas de calibração usualmente 
apresentavam uma inclinação próxima a -3,4258 e coeficiente de determinação (R2) 
superior a 0,985 entre a cópia do genoma e o ciclo do limiar (Ct), revelando uma eficiência 
de amplificação de 96% e mostrando-se confiável para a detecção do reovírus CsRV2. Com 
base na curva padrão e no valor Ct, a carga viral do inóculo de CsRV2 usado para a 
infecção dos siris foi calculada como 2,2 x 106 cópias µL-1.  
A prevalência natural de CsRV2 nos siris (n=44) antes da infecção experimental foi 
de 15,9%, com carga viral variando de 2,47 x 105 a 8,69 x 106 cópias por mg de tecido 
muscular. Todos os siris selecionados para o experimento apresentaram resultados 
negativos para CsRV2. Após a infecção experimental via injeção intramuscular de CsRV2, 
os animais apresentaram carga viral variando de 4,39 x 106 a 2,81 x 108 cópias por mg de 
tecido muscular (Tabela 13). Surpreendentemente, mesmo com a manutenção dos siris do 
grupo controle negativo em sala completamente separada para evitar a contaminação 
cruzada entre os grupos, no final do experimento 11 siris do grupo controle também 
testaram positivo para CsRV2. Além disso, não houve diferença estatística (p>0,05) na 
carga viral média dos animais do grupo controle que acabaram sendo contaminados 
durante a condução do experimento quando comparados com os siris que receberam 




Os siris do grupo controle que receberam injeção salina, mas que foram 
contaminados com CsRV2 durante o experimento passaram então a ser considerados 
como um grupo experimental adicional para fins de avaliação da taxa de mortalidade. Além 
disso, o CsRV2 também foi detectado nas amostras de água coletadas a partir do oitavo 
dia do experimento, com cargas virais variando de 2,50 x 102 ± 1,31 x 101 cópias µL-1 no dia 
8 e 2,73 x 102 ± 8,18 x 101 cópias µL-1 no dia 12. 
Tabela 13. Carga viral de CsRV2 em Callinectes danae após período experimental em 
condições laboratoriais.  Não foram detectadas diferenças estatísticas na carga viral média 







Carga viral média 
(cópias por mg de 
tecido) 
Pico de carga viral 
(cópias por mg de 
tecido) 
(Média ± DP) (Média ± DP) 
Controle negativo* 4 0 0 0 
Controle positivo 
para CsRV2** 
11 100 1,02 x 108 ± 1,24 x 107 2,54 x 108 ± 2,32 x 107 
Siris infectados por 
CsRV2*** 
10 100 1,10 x 108 ± 2,71 x 107 2,81 x 108 ± 9,48 x 107 
*Siris que receberam injeção de solução salina (15 ups). **Siris que receberam injeção de 
solução salina e inicialmente pertenciam ao grupo controle negativo, mas que testaram 
positivos para CsRV2 após o período experimental. ***Siris que foram injetados com CsRV2 
de tecido muscular homogeneizado de um animal infectado. 
 
3.2. MORTALIDADE  
No intervalo temporal (de cerca de 2 horas) compreendido entre a coleta e 
acondicionamento dos animais capturados nas unidades de transporte e sua chegada ao 
laboratório foi registrada uma taxa de mortalidade de 29,5% (n=13). Constatou-se que 
nesse grupo cerca de 23% (n=3) estavam infectados pelo vírus. Já a totalidade dos siris 
(n=4) que morreram durante o período de aclimatação testou positivo para CsRV2.  
O pico de mortalidade dos siris infectados com CsRV2 via injeção intramuscular 
ocorreu no nono dia pós-injeção. A partir deste período, mortes foram registradas 
diariamente até o último dia de experimento. A mortalidade cumulativa registrada no grupo 




Já no grupo controle que foi contaminado com CsRV2 durante o experimento foi registrada 
somente uma morte (9%), que ocorreu no penúltimo dia de experimento (Figura 19). No 
grupo controle negativo para CsRV2, nenhuma morte foi registrada.  
A carga viral de CsRV2 nos siris que morreram após a injeção de CsRV2 foi variável 
ao longo do período experimental, oscilando de 1,88 x 107 cópias por mg de tecido no nono 
dia até 2,78 x 108 cópias por mg de tecido no décimo quarto dia de experimento (Figura 
20A). O único siri do grupo controle contaminado com CsRV2 que morreu durante o 
experimento, apresentou carga viral de 5,02 x 107 cópias por mg de tecido. Além disso, o 
coeficiente de correlação de Spearman mostrou que não houve correlação significativa 
entre a carga viral de CsRV2 nos siris mortos e o tempo até a morte (Coeficiente de 
Spearman = 0,351, p>0,05).  
Os siris do grupo controle que foram contaminados com CsRV2 durante o 
experimento também apresentaram carga viral variável após 14 dias de experimento, 
oscilando de 1,51 x 107 a 2,54 x 108 cópias por mg de tecido (Figura 20B). Embora, os siris 
infectados por CsRV2 via injeção intramuscular tenham sofrido com uma alta taxa de 
mortalidade, os animais do grupo controle que se contaminaram com CsRV2 apresentaram 
carga viral semelhante às dos siris que morreram pós-injeção de CsRV2 (p>0,05), porém a 
taxa de mortalidade foi significativamente menor.  
As características físicas e químicas da água dos aquários individuais de cada grupo 
experimental permaneceram estáveis e dentro dos limites recomendados para siris 
cultivados durante todo o período experimental (Tabela 14). Portanto, sem relação direta 






Figura 19. Curva de sobrevivência de Kaplan-Meier de espécimes de Callinectes danae 
desafiados com injeção intramuscular de CsRV2 (linha tracejada), grupo controle positivo 
para CsRV2 (linha contínua preta) e grupo controle negativo (linha contínua cinza) em 
condições experimentais por 14 dias. As diferentes letras representam diferença estatística 
(p<0,05) entre o grupo controle e desafiados, usando o teste de Mantel-Cox, Breslow e 
Tarone-Ware. 
Figura 20. Carga viral de CsRV2 (Média ± DP) em Callinectes danae que morreram (A) ou 
sobreviveram (B) durante o período experimental em condições de laboratório. As barras 
pretas representam a carga viral nos siris que receberam injeção intramuscular de CsRV2 
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Tabela 14. Média ± desvio padrão das variáveis físicas e químicas monitoradas na água de 
cada grupo experimental, bem como os valores recomendados para os caranguejos e siris 
propostos por MALONE e BURDEN (1988) e por HOCHHEIMER (1988). 















BURDEN (1988) e 
HOCHHEIMER 
(1988) Média ± desvio padrão 
Temperatura (ºC) 24,71 ± 0,69 24,68 ± 0,72 24,01 ± 1,14 22-28 
Oxigênio dissolvido (mg L-1) 5,51 ± 0,27 5,49 ± 0,25 5,66 ± 0,22 >7.0 
Oxigênio dissolvido (%) 75,84 ± 2,68 75,45 ± 2,41 76,41 ± 4,88 Nd 
pH 8,15 ± 0,07 8,15 ± 0,07 8,11 ± 0,05 6.5-8.5 
Salinidade 25,07 ± 0,25 25,07 ± 0,25 25,09 ± 0,28 ± 5 ups do local de coleta 
Amônia total (mg L-1) 0,33 ± 0,12 0,42 ± 0,14 0,40 ± 0,13 <1.0 
*Siris que receberam injeção de solução salina (15 ups). **Siris que receberam injeção 
de solução salina e inicialmente pertenciam ao grupo controle negativo, mas que 
testaram positivos para CsRV2 após o período experimental. ***Siris que foram 
injetados com CsRV2 de tecido muscular homogeneizado de um animal infectado. Nd: 
Não disponível. 
 
3.3. PRESENÇA DE CdPBV1 POR RT-PCR  
No experimento anterior, por meio do sequenciamento de nova geração, o genoma 
de CsRV2 foi detectado simultaneamente com o bunyavírus CdPBV1 em um exemplar de 
C. danae (TAVARES et al., no prelo). Portanto, com base na detecção dos dois vírus 
infectando C. danae no estudo anterior e na busca por respostas sobre o motivo da 
diferença entre as taxas de mortalidade registradas entre os grupos infectados por CsRV2, 
a presença do CdPBV1 foi analisada por RT-PCR no RNA total de todos os siris do 
experimento e no inóculo usado na injeção de CsRV2.  
Para isso, os primers para o bunyavírus foram testados usando RNA transcrito 
reversamente de um siri infectado por CdPBV1, e quando testados após o ensaio de RT-
PCR e leitura em gel de agarose, o produto esperado de 127 bp era obtido. Já, as amostras 
negativas para CdPBV1 (água ultrapura), os primers não produziram qualquer produto. 




amostras positivas para CdPBV1 mostraram consistentemente temperaturas de melting de 
77,8 a 78,2°C.  
A análise mostrou então que o CdPBV1 também estava presente na solução 
homogeneizada de CsRV2 usada para inocular o vírus nos siris do tratamento experimental, 
pois a amplificação do RNA transcrito reversamente produziu o amplicon de CdPBV1 
(Figura 21B, linha 9). Além disso, todos os siris que receberam a injeção de CsRV2 (n=10) 
também testaram positivos para CdPBV1, enquanto os siris do controle negativo para 
CsRV2 (n=4) e controle positivo para CsRV2 (n=11) testaram negativos para CdPBV1 
(Figura 21C). 
 
Figura 21. Gel de agarose corado com GelRed™ (Biotium, CA, USA) representando o 
ensaio de RT-PCR a partir de RNA total extraído de Callinectes danae após 14 dias de 
experimento em laboratório. (A) Produtos de RT-PCR usando primers específicos para 
amplificar uma região de 97 bp de CsRV2. Trilha 1: marcador de peso molecular de 100 bp; 
Trilha 2: RNA extraído de um exemplar do grupo controle que se contaminou com CsRV2 
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CsRV2 via injeção intramuscular (ID: 20 e 21); Trilha 5: Inóculo usado na injeção de CsRV2; 
Trilha 6: Controle negativo (água ultrapura). (B) Produtos de RT-PCR usando primers 
específicos para amplificar uma região de 127 bp de CdPBV1. Trilha 7: Um exemplar do 
grupo controle que se contaminou com CsRV2 durante o experimento (ID: 5); Trilha 8: Um 
exemplar do experimento infectado por CsRV2 via injeção intramuscular (ID: 20); Trilha 9: 
Inóculo usado na injeção de CsRV2; Linha 10: Um exemplar positivo para CdPBV1 (ID: 
BR37); Trilha 11: Controle negativo (água ultrapura). (C) Produtos de RT-PCR usando 
primers específicos para CdPBV1 a partir do RNA total extraído de todos os siris do grupo 
controle negativo (trilhas 2-5), grupo controle positivo para CsRV2 (trilhas 6-16) e do grupo 
infectado por CsRV2 via injeção intramuscular (trilhas 17-26). 
 
3.4. AVALIAÇÃO METABÓLICA 
A taxa de fluxo de amônia (Jamm) nos siris não foi afetada significativamente 
(p>0,05) pela infecção por CsRV2 após a contaminação durante o experimento, nem pela 
coinfecção por CsRV2 e CdPBV1 quando da comparação com o controle negativo (Figura 
22A). Por outro lado, foi observada uma tendência de aumento do Jamm nos animais 
infectados quando comparados ao controle negativo, aumento que se manteve antes e 
após a alimentação. Antes da alimentação, a Jamm apresentou um aumento de 47% nos 
siris infectados por CsRV2 e 37% nos siris coinfectados, quando comparados ao controle 
negativo (-151,59 µmol AT kg-1 h-1). Após a alimentação, o aumento registrado foi de 12% 
e 20% nos siris do controle positivo para CsRV2 e nos siris coinfectados, respectivamente, 
em comparação com o controle negativo (-212,22 µmol AT kg-1). 
Ao longo do período experimental, também foi observado que alguns siris 
coinfectados por CsRV2 e CdPBV1 rejeitaram ou comeram parcialmente os pedaços de 
peixe oferecidos, enquanto os siris do controle negativo e do controle que se contaminaram 
com CsRV2 durante o experimento consumiram a totalidade do alimento todas as vezes 
que lhes foi ofertado (Tabela 15). Em contraste com as taxas de fluxo de amônia nos siris 
analisados, o consumo de oxigênio foi significativamente afetado pela infecção por CsRV2 
e pela coinfecção de CsRV2 e CdPBV1 em comparação com o controle negativo (Figura 
22B). Enquanto o valor médio de consumo de oxigênio no grupo controle negativo foi de 
4298,34 µmol O2 kg-1 h-1, o ṀO2 foi 69% maior no controle positivo para CsRV2 e 93% nos 




Tabela 15. Taxa de ingestão de alimento de Callinectes danae após infecção por CsRV2 e 
coinfecção por CsRV2 e CdPBV1 via injeção intramuscular em condições de laboratório. 
Não foram detectadas diferenças na taxa de ingestão (%) entre os grupos experimentais 
(Mann Whitney, p>0,05). 






Taxa de ingestão  
média ± DP (%) 
Controle negativo* 
4 4 0,61 0,61 100,0 ± 0,0 
8 4 1,00 1,00 100,0 ± 0,0 
12 4 1,01 1,01 100,0 ± 0,0 
Controle positivo para 
CsRV2** 
4 11 0,77 0,77 100,0 ± 0,0 
8 11 0,97 0,97 100,0 ± 0,0 
12 10 1,00 1,00 100,0 ± 0,0 
Siris injetados com CsRV2 
e CdPBV1*** 
4 10 0,66 0,63 94,2 ± 20,2 
8 10 1,13 1,04 92,9 ± 16,7 
12 7 1,18 0,99 82,6 ± 37,3 
*Siris que receberam injeção de solução salina (15 ups). **Siris que receberam injeção de 
solução salina e inicialmente pertenciam ao grupo controle negativo, mas foram positivos 
para CsRV2 por RT-qPCR após o período experimental. ***Siris que foram injetados com 
CsRV2 e CdPBV1 de tecido muscular homogeneizado de um animal infectado. 
 
 
Figura 22. (A) Valores médios ± erro padrão das taxas de fluxo de amônia total (AT) e (B) 
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via injeção intramuscular (barra preta), por CsRV2 após contaminação durante o 
experimento (barra cinza) e do grupo controle negativo, que receberam injeção de solução 
salina (barra branca). As letras indicam diferenças entre o grupo controle e o tratamento 
(One-way ANOVA, teste de Tukey, p<0,05).  
 
3.5. AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 
Observou-se uma tendência de elevação do comprometimento dos reflexos 
comportamentais analisados nos animais do controle positivo para CsRV2 e nos 
coinfectados por CsRV2 e CdPBV1. No entanto, o teste U de Mann Whitney não indicou 
diferença significativa (p>0,05) em comparação com os animais do controle negativo 
(Figura 23A). Dos seis reflexos de RAMP analisados, o chute foi o que apresentou maior 
redução nos siris do controle positivo para CsRV2. A proporção dos animais com este 
comportamento comprometido, que era de 9,1% no início, passou para 18,2% ao final de 7 
dias e ao final de 14 dias 30,0% dos animais não apresentavam mais esse reflexo (Figura 
23B).  
Já, nos siris que foram injetados propositalmente com CsRV2 e incidentalmente com 
CdPBV1, além do reflexo de chute, os reflexos de fechamento de quela e retração de 
quelípodo também foram comprometidos ao longo do experimento (Figura 23C). Enquanto 
isso, os reflexos de extensão do quelípodo, retração ocular e fechamento da boca foram 
menos alterados em ambos os grupos. No controle negativo apenas o reflexo de chute foi 
parcialmente comprometido, o reflexo permaneceu intacto no início e ao final de 7 dias, mas 










Figura 23. Avaliação da ação reflexa de Callinectes danae durante 14 dias de experimento 
em condições de laboratório. (A) Proporção do comprometimento reflexo (média ± DP) de 
C. danae infectados por CsRV2 e CdPBV1 via injeção intramuscular (barra preta), controle 
positivo para CsRV2 (barra cinza) e controle negativo para CsRV2 e CdPBV1 (barra 
branca). (B) Porcentagem de perda de cada um dos seis reflexos dos exemplares de C. 
danae do grupo controle positivo para CsRV2 e (C) dos exemplares infectados por CsRV2 
e CdPBV1 via injeção intramuscular. Não foram detectadas diferenças estatísticas (p>0,05) 
na proporção do comprometimento reflexo e porcentagem da perda dos reflexos entre os 
grupos para cada dia analisado, usando o teste U de Mann Whitney. 
 
3.6. AVALIAÇÃO IMUNOLÓGICA 
As contagens de hemócitos totais (THC) não foram afetadas significativamente 
(p>0,05) pela infecção viral entre os grupos experimentais, segundo os resultados 
analisados através do teste de U de Mann-Whitney. Nos siris infectados por CsRV2 e 
CdPBV1 a THC foi de 7,96 x 104 ± 1,33 x 105 por mL de hemolinfa (n=3). Nos animais do 
controle que se contaminaram com CsRV2 durante o experimento a THC foi de 5,02 ± 6,71 
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hemolinfa (n=4). Os hemócitos também foram agrupados em três classes de acordo com o 
tamanho (FSC) e granularidade (SSC), usando citometria de fluxo (Figura 24): células 
hialinas (H), granulócitos (G) e semigranulócitos (H).  
Quando a porcentagem de cada classe de hemócitos foi analisada entre os grupos 
experimentais, foi observado que os granulócitos foram menos abundantes nos siris 
injetados com CsRV2 e CdPBV1 (30,36 ± 3,15%, n=3) em comparação com o controle 
negativo (40,04 ± 16,95%, n=4) e controle positivo para CsRV2 (47,48 ± 18,30%, n=10), 
representando redução de 24% e 36%, respectivamente (Figura 24D). Além disso, também 
foi observado um aumento de 45% e 21% nos semigranulócitos e de 25% e 4% nos hialinos 
nos siris infectados por CsRV2 e CdPBV1 por injeção intramuscular em comparação com 
os siris do grupo controle positivo para CsRV2 e do controle negativo, respectivamente.  
Figura 24. (A) Análise de citometria de fluxo dos hemócitos obtidos de exemplares de 
Callinectes danae que receberam injeção de solução salina e que testaram negativo para 
CsRV2 e CdPBV1; (B) que receberam injeção de solução salina, mas se contaminaram 
com CsRV2 durante o experimento; e (C) exemplares que foram injetados propositalmente 
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com CsRV2 e incidentalmente com CdPBV1 e  mantidos em condições de laboratório 
durante 14 dias. As letras maiúsculas indicam a porcentagem dos granulócitos (G), células 
hialinas (H) e semigranulócitos (S), estimados pela dispersão direta (FSC) e dispersão 
lateral (SSC). O gráfico D apresenta a proporção média de hemócitos (média ± DP) para 
todos os siris analisados de cada grupo experimental.  
 
4. DISCUSSÃO 
O presente estudo forneceu uma melhor compreensão da patogenicidade de CsRV2, 
um reovírus recentemente isolado de C. danae e C. sapidus no Sul do Brasil  TAVARES et 
al., no prelo; ZHAO; FLOWERS; SCHOTT, 2021), em exemplares de C. danae infectados 
experimentalmente. Além disso, foi desenvolvido um ensaio de RT-qPCR que permitiu que 
o CsRV2 fosse quantificado no RNA em tecido muscular de C. danae antes e depois da 
infecção experimental. A metodologia utilizada, além de sua alta sensibilidade e precisão, 
permite a coleta do tecido a ser utilizado para extração de RNA por autotomia de um dos 
pereiópodos, não implicando na morte dos animais.  
Inicialmente, o experimento foi desenhado apenas para avaliar a patogenicidade de 
CsRV2 em C. danae, uma vez que nosso grupo já havia comprovado a presença desse 
vírus em animais da região de coleta (TAVARES et al., no prelo).  Essa avaliação foi feita 
por meio de injeção intramuscular de extratos contendo o vírus e a posterior comparação 
dos resultados com os obtidos através de siris que receberam injeção de solução salina 
(grupo controle). No entanto, por meio do ensaio de RT-qPCR também foi possível detectar 
a presença de CsRV2 em alguns animais do próprio grupo controle. Embora tais animais 
tenham sido mantidos em uma sala experimental sem conexão direta com a sala onde 
foram mantidos os animais infectados e tenham testado negativo para CsRV2 no início do 
experimento, é muito provável que, apesar dos cuidados e precauções adotados, o contágio 
tenha se dado por contaminação cruzada via manipulador, que fazia o manejo de rotina das 
unidades experimentais. No estudo realizado por SPITZNAGEL (2019) e voltado à 
compreensão das rotas naturais de transmissão do CsRV1, C. sapidus negativos para 




infectado por CsRV1 em alta carga viral (>2 x 106 cópias virais por mg de tecido).  O autor 
constatou que, mesmo após 90 minutos de exposição e após o acompanhamento dos 
animais por 15 dias, nenhum siri testou positivo para CsRV1. 
Há, porém, evidências de que os vírions de outros reovírus que infectam uma ampla 
gama de hospedeiros são estáveis e podem se manter viáveis por pelo menos 10 semanas 
em água sem perder a infectividade, como é o caso do orthoreovírus ARV (Reovírus Aviário) 
(SAVAGE; JONES, 2003). Estudos adicionais conduzidos em laboratório, usando água 
destilada e águas residuais, demonstraram que os reovírus podem se manter viáveis por 
mais de 30 dias a 26°C e mais de 1 ano a 8°C, aumentando a oportunidade de sua 
transmissão diretamente pela água (MCDANIELS; COCHRAN; GANNON; WILLIAMS, 
1983). Isso pode ser explicado pelo fato de que, as características dos reovírus, como RNA 
de fita dupla e uma cápside icosaédrica de camada dupla, não envelopado, constituem os 
principais determinantes da estabilidade do vírion de reovírus no ambiente e da resistência 
contra agentes físicos e químicos (DRAYNA; FIELDS, 1982; GOMATOS; TAMM, 1963). No 
presente estudo, foi possível detectar, por meios das análises de RT-qPCR, a presença do 
CsRV2 na água de cultivo dos siris infectados a partir do oitavo dia de experimento. Há 
indícios, portanto, que essa possa ter sido a via de contaminação dos siris durante o 
experimento que, ao mesmo tempo, sugere que CsRV2 possa ser altamente transmissível 
em instalações de cultivo.  
A carga viral estimada nos siris do grupo controle que se contaminaram naturalmente 
com CsRV2 e nos siris que receberam a injeção de CsRV2 não diferiram significativamente 
entre si, sugerindo que a transmissão de CsRV2 em C. danae também é eficiente por meio 
de rotas entéricas e de superfície corporal. Em contrapartida, a mortalidade do grupo 
controle foi significativamente menor que a registrada no grupo contendo os siris injetados 
com CsRV2. Nesse caso, o fato mais relevante que diferenciou os dois grupos, além da via 




intencionalmente com o CsRV2. Ressalta-se: o CdPBV1 estava presente apenas nos 
animais do grupo intencionalmente infectado com o CsRV2, não sendo identificado nos 
animais do controle infectados involuntariamente, sugerindo que a sua transmissibilidade 
seja menor quando comparado ao CsRV2. Como a mortalidade foi significativamente mais 
elevada no grupo infectado intencionalmente e, mais uma vez, como a carga viral de CsRV2 
não diferiu significativamente nos dois grupos, conclui-se a mortalidade dos siris que 
receberam a injeção de CsRV2 possa ter sido potencializada pela coinfecção com CdPBV1.  
Nos estudos de ZHANG; SHI; ZHANG e BONAMI (2004), a infecção experimental 
via injeção intramuscular do reovírus EsRV905 purificado casou mortalidade de 30% em 
Eriocheir sinensis após 15 dias de experimento. Além do reovírus, os autores também 
identificaram um vírus semelhante à bunyavírus infectando E. sinensis simultaneamente 
com EsRV905.  ZHANG; SHI; ZHANG e BONAMI (2004) sugeriram que o bunyavírus 
detectado poderia ser o principal agente causador da síndrome do tremor (TD) em E. 
sinensis, pois a taxa de mortalidade foi acelerada com a coinfecção. No experimento 
anterior realizado por nosso grupo (TAVARES et al., no prelo), que detectou, por meio de 
eletroforese, pela primeira vez o dsRNA de CsRV2 em C. danae, a prevalência de CsRV2 
não foi associada à mortalidade, confirmando que o CsRV2 não seria o principal agente 
causador da mortalidade de C. danae em cativeiro, mas um agente secundário. 
No presente estudo, também foi testada a hipótese de que a infecção por CsRV2 
interferiria nas funções respiratória e excretora das brânquias de C. danae. Em estudos 
anteriores (TAVARES et al., no prelo), foram registradas alterações histopatológicas 
frequentes nas brânquias de C. danae infectados por CsRV2. Tais alterações poderiam 
levar a alterações no consumo de oxigênio e excreção de amônia do hospedeiro. O 
consumo médio de oxigênio de C. danae do controle negativo do presente experimento 
(4298,3 ± 193,1 µmol O2 kg-1 h-1, n=4) foi semelhante ao consumo observado por 




Vibrio campbellii e injetados com solução salina (4530,0 ± 590,0 µmol O2 kg-1 h-1, n=6). 
Também foram semelhantes ao consumo de oxigênio registrado por BATTERTON e 
CAMERON (1978) em adultos de C. sapidus mantidos em salinidade entre 25 a 35 ups e 
temperatura de 20 a 28ºC. No entanto, animais positivos no presente estudo apresentam 
divergências dos obtidos por BURNETT; HOLMAN; JORGENSEN; IKERD et al. (2006). 
Estes autores concluíram que os siris infectados pela bactéria V. campbellii apresentaram 
redução significativa das taxas de consumo de oxigênio. Já os siris infectados por CsRV2 
via contaminação ou coinfectados com CsRV2 e CdPBV1 via injeção intramuscular 
apresentaram aumento significativo das taxas de consumo de oxigênio em comparação 
com os siris não infectados. 
O aumento da demanda por oxigênio em siris em condições estressantes foi relatado 
por vários pesquisadores. Por exemplo, KETPADUNG e TANGKROCK-OLAN (2006) e por 
O'MAHONEY e FULL (1984), que relacionaram o aumento da taxa de consumo de oxigênio 
em resposta à redução da salinidade; BOOTH; MCMAHON e PINDER (1982) em função 
do aumento da atividade natatória; MANGUM; MCMAHON; DEFUR e WHEATLY (1985) 
logo após ao processo de muda;  MAURO e MANGUM (1982) em função do aumento da 
temperatura ambiente em cerca de 10ºC. Além disso, as condições de estresse ou 
infecções por patógenos são geralmente associadas à perda da homeostase pelo animal, 
levando ao aumento da necessidade de energia para lidar com o estresse ou estado de 
doença (FREIRE; SAMPAIO, 2021; TOWLE; BURNETT, 2007). No metabolismo 
energético, as reações químicas que produzem trifosfato de adenosina (ATP) para que 
organismo dos animais funcionem da maneira adequada, usam principalmente o oxigênio 
para produzir a maior quantidade de ATP possível (WILLMER; STONE; JOHNSTON, 2009). 
Portanto, o maior consumo de oxigênio dos siris infectados por CsRV2 e coinfectados por 
CsRV2 e CdPBV1, sugere que houve aumento da demanda energética para combater a 




resultados do experimento anterior de TAVARES et al. (no prelo), que registrou redução do 
glicogênio no hepatopâncreas e aumento da glicose na hemolinfa de C. danae infectados 
por CsRV2, ambos os processos direcionados a atender as necessidades energéticas 
suplementares dos animais infectados. Além disso, o aumento da demanda energética 
provocada pela infecção por CsRV2 e CdPBV1 pode ser exacerbado pela diminuição das 
taxas de ingestão de alimentos, sugerindo que a depleção de nutrientes possa ser um dos 
fatores que contribuem para a morte dos animais doentes.  
A amônia é geralmente o principal produto residual do metabolismo proteico de 
invertebrados aquáticos (BROWN; PEICK; PICKETT; FANARA et al., 2021; HENRY; LUCU; 
ONKEN; WEIHRAUCH, 2012; WEIHRAUCH; WILKIE; WALSH, 2009) e a excreção de 
amônia em crustáceos é realizada principalmente através das brânquias (ALLEN; 
WEIHRAUCH, 2021). Alterações na taxa de excreção de amônia já foram observadas em 
crustáceos sob estresse osmótico (SPAARGAREN, 1982), nutricional (COMOGLIO; 
SMOLKO; AMIN, 2005), por exposição ao ar durante o transporte e cultivo (BAO; LI; XING; 
FENG et al., 2019) e até quando os animais foram expostos a substâncias tóxicas, como 
inseticidas (MONTAGNA; COLLINS, 2008). O aumento da taxa de excreção de amônia nos 
caranguejos Carcinus maenas e Paralomis granulosa foi associada à redução de salinidade 
ambiental (SPAARGAREN, 1982) e após 6 dias de jejum (COMOGLIO; SMOLKO; AMIN, 
2005), respectivamente. Ambos os autores sugeriram que, nestas condições, os 
mecanismos regulatórios demandam quantidades crescentes de energia, usando 
aminoácidos como fonte predominante e, como resultado do aumento do catabolismo 
proteico, tanto a produção quanto a excreção de amônia aumentam. Apesar do aumento 
observado nas taxas de excreção nos siris infectados por CsRV2 e coinfectados por CsRV2 
e CdPBV1, a exposição aos vírus não alterou significativamente a taxa de fluxo de amônia 
de C. danae antes ou após a alimentação. No experimento anterior, TAVARES et al. (no 




infectados com CsRV2 permaneceram constantes até o sétimo dia do experimento, mas 
foram significativamente reduzidas uma semana depois, sugerindo que as proteínas 
também podem ter sido usadas para suprir o aumento da demanda energética que ocorre 
durante a infecção.  
O comportamento de um animal também pode sofrer alterações devido ao estresse 
causado pela infecção viral. O teste RAMP é um método que relaciona a deficiência do 
reflexo a uma probabilidade de mortalidade e já foi testado em crustáceos decápodes 
(STONER, 2012; YOCHUM, 2016; YOCHUM; ROSE; HAMMOND, 2015). Além disso, 
TAVARES et al. (no prelo) também aplicaram o teste RAMP em C. danae infectado com 
CsRV2 e observaram um aumento significativo na proporção de comprometimento reflexo 
nos siris infectados com CsRV2 em comparação com os animais não infectados. No 
presente estudo, a não diferença estatística entre os grupos pode ter sido influenciada pelo 
baixo número de organismos sobreviventes no tratamento infectado intencionalmente, uma 
vez que houve uma evidente tendência de aumento na proporção de comprometimento 
reflexo entre os siris infectados. Dos seis reflexos analisados, o reflexo de chute foi mais 
frequentemente perdido em C. danae do grupo controle que se infectaram com CsRV2 
durante o experimento. Exatamente o mesmo resultado foi observado nos siris infectados 
por CsRV2 no experimento de TAVARES et al. (no prelo). Já os siris que receberam a 
injeção intencional de CsRV2 e involuntária de CdPBV1, além do reflexo de chute, também 
perderam os reflexos de fechamento de quela e retração de quelípodos, o que pode ter sido 
uma consequência provável da exaustão fisiológica relatada anteriormente por RABY; 
DONALDSON; HINCH; PATTERSON et al. (2012). Assim, recomenda-se que reflexos de 
chute, fechamento de quela e retração de quelípodos sejam mais bem estudados e 
testados, pois poderão servir como uma ferramenta prática e rápida para indicar uma 
possível coinfecção por CsRV2 e CdPBV1 em instalações de siri-mole, auxiliando na 




Alterações nos parâmetros imunológicos, como a THC, em resposta a infecção por 
patógenos em crustáceos já foram reportadas em vários estudos (CHANG; SU; CHEN, 
1999; HENNIG; ITAMI; MAEDA; KONDO et al., 1998; MARTIN; POOLE; POOLE; HOSE et 
al., 1993; SONG; YU; LIEN; HUANG et al., 2003). No presente caso, a infecção por CsRV2 
ou coinfecção com CdPBV1 não interferiram significativamente na THC de C. danae em 
comparação com os siris não infectados. Esse resultado corrobora com os encontrados por 
CHUNG; PITULA; SCHOTT; ALVAREZ et al. (2015), que não registraram diferença na THC 
entre C. sapidus infectados e não infectados pelo reovírus CsRV1. No entanto, também 
observamos uma tendência de redução dos granulócitos e aumento dos semigranulócitos 
e hialinos nos siris coinfectados com CsRV2 e CdPBV1, indicando que a infecção pode ter 
afetado de forma distinta os tipos de hemócitos e, consequentemente, o sistema 
imunológico do hospedeiro. Esses resultados também corroboram os resultados 
apresentados por CHUNG; PITULA; SCHOTT; ALVAREZ et al. (2015), que registraram 
uma redução significativa dos granulócitos e aumento das células hialinas em C. sapidus 
infectados por CsRV1.  
Pelo menos, duas razões poderiam explicar a diminuição dos granulócitos 
circulantes nos siris infectados: a degranulação seguida de morte celular (GALLO; 
SCHIAVON; BALLARIN, 2011; XIAN; ZHANG; WANG; LI et al., 2017) ou a apoptose dos 
granulócitos induzida por vírus (CUI; LIANG; TANG; XING et al., 2020; EVERETT; 
MCFADDEN, 1999). Os estudos de XIAN; ZHANG; WANG; LI et al. (2017) e GALLO; 
SCHIAVON e BALLARIN (2011) mostraram que a degranulação dos granulócitos aumentou 
gradativamente durante infecção bacteriana em Penaeus monodon e Squilla mantis, 
respectivamente. No entanto, o mecanismo de degranulação é induzido principalmente pela 
presença de lipopolissacarídeos e peptidoglicanas de bactérias durante as infecções 
bacterianas, que estimulam a liberação dos grânulos que possuem ação bactericida ou 




XING et al. (2020), foi registrada uma diminuição rápida e significativa dos granulócitos de 
Fenneropenaeus chinensis após a infecção viral por WSSV. Os autores postularam que a 
taxa de apoptose dos granulócitos induzida pelo vírus foi maior do que a dos hialinos, 
indicando uma maior suscetibilidade e vulnerabilidade dos granulócitos à infecção por 
WSSV em comparação com os hialinócitos. HAVANAPAN; TAENGCHAIYAPHUM; 
KETTERMAN e KRITTANAI (2016) também observaram que o Vírus da Cabeça Amarela 
(YHV) foi detectado principalmente nos granulócitos do camarão Penaeus monodon. Em 
relação ao aumento dos hialinos e semigranulócitos, essa pode ser uma resposta 
compensatória devido a necessidade de aumentar a fagocitose e/ou formação de 
agregados celulares para neutralizar os patógenos virais em resposta à infecção, como 
sugerido nos estudos de WSSV em camarões (CUI; LIANG; TANG; XING et al., 2020; LI; 
CHANG; XU; YANG, 2018). 
5. CONCLUSÃO  
Este estudo apresentou evidências consistentes e robustas de que as elevadas 
taxas de mortalidade de C. danae identificadas e relatadas em instalações de cultivo de siri-
mole no Sul do Brasil possam estar intimamente relacionadas à presença de dois novos 
vírus, o CsRV2 e o CdPBV1. Confirmamos, através de experimento e testes laboratoriais, 
que a coinfecção do CsRV2 e do CdPBV1 foi a responsável por taxas de mortalidade que 
chegaram a 70% dos animais coinfectados em condições experimentais. Constatamos que 
o CsRV2 é um vírus altamente contagioso. Que, em poucos dias, a carga viral presente em 
C. danae infectados involuntariamente durante o simples manejo dos animais em 
laboratório era tão elevada como a quantificada em animais que receberam injeção 
contendo extratos de tecidos com alta carga desse vírus. Por fim, constatamos que o 
CsRV2 também é capaz de causar alterações metabólicas, comportamentais e 




Os próximos passos dessa pesquisa deverão envolver: 1) o desenvolvimento de um 
ensaio de RT-qPCR para quantificar a carga viral de CdPBV1 que causou a mortalidade 
nos siris, o que possibilitará uma melhor compreensão da virulência do CdPBV1; 2) a 
realização de estudos para avaliar os efeitos isolados de CdPBV1 na sobrevivência de C. 
danae. Ou seja, sua letalidade individual. As descobertas aqui apresentadas acendem uma 
luz de alerta e devem despertar o interesse da comunidade científica na busca por medidas 
de mitigação ou de convivência com os novos vírus, bem como pela identificação dos 
potenciais impactos que estes patógenos virais podem causar às populações de siris e para 
as indústrias aquícola e pesqueira do Brasil.  
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Siri-azul do Atlântico: 







A PESCA DO SIRI-AZUL 
Uma atividade de importância econômica e sociocultural 
' . . . . -.,' ~, 
__ "'' \ ~-
Pesca dç. siri !!ª baía de Paranagu ' .-PR1,f:_ __ _ 







~ .-.· OLE NO BR 
~rvfas, afinal, o que é siri-mole? 
os os demais crustáceos, estes 
animais trocam seu esqueleto externo, 
chamado de exoesqueleto, para poder 
crescer e se reproduzir. Nesse processo, 
conhecido como ecdise ou muda, o 
exoesqueleto duro é substituído por um 
novo, flexível e macio. Nesse momento, o 
animal é chamado de "siri-mole", 
podendo ser comido inteiramente, sem a 
necessidade de retirar a carne de seu 
exoesqueleto. 
O valor de venda atual da carne do siri no 
mercado brasileiro gira em torno de R$ 
30,00/kg, porém, se comercializado 
como siri-mole, pode ser vendido inteiro 
por pelo menos R$ 100,00/kg, o que 
indica a potencialidade comercial desse 
produto. 
/ 
O siri-mole apresenta grande valor 
gastronômico e costuma atingir 
elevados valores no mercado 
internacional, apresentando-se como 
uma das formas mais lucrativas de 







OLE NO BR 
-Eco mo o siri-mole é produzido? 
As técnicas de obtenção do siri-
mole são baseadas na pesca dos ll~r1T·----.--
s1ns que estão prox1mos do 
processo de muda e na su 
manutenção em cultivo, até o 
momento da muda. 
O cultivo é feito principalmente em 
tanques, onde a água é 
continuamente tratada e reutilizada, 
constituindo um "sistema fechado". 
Embora a cadeia produtiva de siri-
mole no Brasil seja ainda pequena e 
em desenvolvimento, é considerada 
uma atividade multimilionária no 
leste dos Estados Unidos, que 
rendeu cerca de U$ 27 milhões 
entre 201 O e 2015. ~~--;-... ~-







A alta taxa de mortalidade que afeta os siris cultivados 
Não raro, porém, são registradas 
taxas de mortalidades nas 
instalações de cultivo de siri-mole, 
que podem afetar 50% ou mais dos 
animais mantidos em cativeiro, 
representando significativa perda de 
tempo, materiais e atividade laboral, 
o que pode comprometer até mesmo 
a própria viabilidade financeira dos 
empreendimentos. As prmc1pa1s 
causas de mortalidade de animais 
utilizados durante o processo 
produtivo de siris-moles estão 
associadas a fatores como: 
Baixa qualõdade de 




siris podem ser infectados e 
mortos por diversos microrganismos 
pato ênicos, porém, são os 
patógenos virais o principal grupo de 
agentes infeciosos limitantes para a 
sobrevivên ia de siris e para o 
sucesso de eu cultivo em escala 
comercial. 
Pat6genos 
Dados gerados em diferentes estados 
norte-americanos sugerem que a 
mortalidade de siris, causadas por 
um único agente virai em instalações 
de produção de siri-mole, pode 
causar perdas econômicas de mais 









Conheça os vírus que já foram detectados em siris no mundo 
Já foram registrados cerca 
de oito espécies de virus em 
siris-azuis, seis são letais e 
três são encontradas 
simultaneamente com 
outros virus. 
. . ii .. ,;» 
{;_ 
C1111inectes sapidus Reovirus vlrus 1 CsRV1 SIM 
Rhabdo-/ih vírus A RhVA SIM Coinfecção de RhVA e CsRV1 C sapidus causam paralisia 
Rh11bdo-lit.e vlrus B RhVB NÃO C sapIdus 
Vírus da Baía d e Chesapeake CBV SIM cegueira e natação de fonna C sapidus desorientada 
Bl-facles Vlrus BFV S IM l entídão e hemolinfa leitosa e e sap1dus coagula inadequadamente 
Baculovl rutt A Baculo-A NÃO e sap1dus 
Baculovi rus B Baculo-B SIM Lentidão C sapidus 
Fraqueza , letargia, desprendimento C. sapidus, C. arcuatus White Spot Syndrome Virus wssv SIM das apêndice, atraso na e e. danae coagulação e hemohnfa amarelada . 
CsRV1 é frequentemente associado a 
episódios de elevada e rápida mortalidade 
de siri-azul em cultivo. Há registros de alta 
prevalência de CsRV1 nos animais mortos 
em sistemas de produção de siri-mole e 
também em animais selvagens nos 
estuários da costa atlântica dos EUA e no 
Rio Grande do Sul, Brasil 
Imagem de partículas de CsRV1 por microscopia eletrônica 






DESCOBERTAS NO BRASIL 
Detecção de novos vírus em siris-azuis do Paraná 
O GIA 
durante investigações sobre os poss1ve1s patógenos 
virais que causam mortalidade em siris-azuis em cultivo 
no litoral paranaense, descobriram novos vírus 
infectando o siri Callinectes danae. 
Durante um episódio de 
alta mortalidade de siris 
mantidos em cultivo no 
Paraná, foi detectada por 
meio de técnicas 
moleculares a presença de 
um reovírus que foi, 
denominado como CsRV2. 
O CsRV2 foi detectado 
durante uma pesquisa em 
parceria com um instituto 
de pesquisa norte-
americano, o Institute of 
Marine and Environmental 
Technology (IMET). 
CsRV2 
O Callinectes sapidus 
Reovirus 2 (CsRV2). é um 
vírus de fita dupla de RNA, 
pertencente a Família 
Reoviridae. com partículas 
virais de simetria 
icosaédrico com diâmetro 
de cerco de 60 nm. Durante 
a infeção, o vírus forma 
matrizes paracristalinas no 
citoplasma dos hemócitos e 
células do tecido conjuntivo 








significativas em C. danae, 
.. 
., . ·•~· 
. ,, -~ r· "· . 
Partículas de CsRV2. nas 
Õrânquias . de .... C. ,,,Jdânae por 






DESCOBERTAS NO BRASIL 
Detecção de novos vírus em siris-azuis do Paraná 
Para a surpresa da equipe do GIA, após o sequenciamento genético de 
amostras teciduais de siris infectados com CsRV2, também foi detectado mais 
um novo vírus, nomeado de CdPBV1. 
As surpresas não pararam por aí. 
Recentemente, a equipe do GIA 
realizou um ensaio experimental de 
infecção experimental de CsRV2 e 
CdPBV1 em e. danae por injeção 
intramuscular. 
O ensaio revelou que os sms que 
estavam infectados somente com 
CsRV2, apenas 9% morreram. 
Enquanto, os siris que estavam 
coinfectados com CsRV2 e CdPBV1, 
70% morreram após duas semanas 
de cultivo. Os pesquisadores 
chegaram a conclusão que as 
mortes de siris em sistemas de 
cultivo de siri-mole no Paraná estão 
relacionadas a presença destes dois 
novos vírus. 
CdPBV1 
O Callinectes danae Portunibunyavirus 1 
(CdPBV1) é um vírus de fita simples de RNA, 
pertencente a Ordem Bunyavirales e a Família 
Cruliviridae. o bunyavírus possui partículas 
virais maiores que de CsRV2, com diâmetro de 
cerca de 100 nm. Assim como CsRV2, o 
CdPBV1 também infecta o citoplasma das 
células das brânquias, músculo e 
hepatopâncreas de C. danae. 
Imagem de partículas de CdPBV1 no hepatopâncreas de C. 









O que essas descobertas podem significar no futuro? 
As descobertas do novo reovírus 
CsRV2 e do bunyavírus CdPBV1 
elucidaram a principal pergunta 
sobre a causa de mortalidade de 
siris em cultivo no litoral do Paraná. 
Esses resultados abriram um leque 
de oportunidades de pesquisas 
científicas, principalmente sobre o 
impacto desses patógenos virais 
nas populações de siris do ambiente 
natural. 
Por meio de um estudo mais 
aprofundado sobre a prevalência, 
transmissão e distribuição 
geográfica de CsRV2 e CdPBV1, 
ficará claro qual papel eles 
desempenham na mortalidade 
natural dos siris e beneficiará tanto 
a indústria da pesca de siris como 
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Esta tese abordou, em uma sequência lógica e organizada, as etapas envolvidas na 
descoberta e descrição de dois novos vírus que infectam o siri C. danae no litoral 
paranaense. Os resultados obtidos demostraram que a mortandade de siris em instalações 
direcionadas à produção de siri-mole no Brasil está fortemente relacionada à presença de 
dois novos vírus patogênicos, CsRV2 e CdPBV1. Além de apresentar vírus que eram antes 
desconhecidos pela comunidade científica, esta tese apresentou os efeitos da infecção no 
hospedeiro utilizando várias abordagens diagnósticas, ampliando consideravelmente o 
conhecimento sobre mais essa ameça aos empreendimentos aquícolas comerciais. 
Este estudo apresentou evidências consistentes de que CsRV2 e CdPBV1 são vírus 
de RNA pertencentes à família Reoviridae e Cruliviridae (ordem Bunyavirales), 
respectivamente, que são táxons compostos por vírus que infectam uma ampla gama de 
hospedeiros, mas ainda pouco estudados em crustáceos. Também mostrou que ambos os 
vírus podem ser identificados por meio de ferramentas tradicionais de diagnóstico, como a 
histopatologia e microscopia eletrônica de transmissão, mas também pelas ferramentas 
modernas para o diagnóstico qualitativo e quantitativo de maior precisão, como o 
sequenciamento genético de nova geração, eletroforese, RT-qPCR e RT-PCR. 
Além disso, usando diferentes abordagens para avaliar a relação da infecção viral 
por CsRV2 e CdPBV1 e os parâmetros metabólicos, imunológicos e comportamentais, 
demonstramos que a presença dos patógenos levou os siris ao aumento da necessidade 
de energia para lidar com o estado de doença (Redução do glicogênio no hepatopâncreas 
e aumento do consumo de oxigênio), alterações no perfil das células imunocompetentes 
circulantes (Redução de granulócitos) e mudanças na ação motora (Redução dos reflexos 
de RAMP). Assim, além das ferramentas moleculares, histológicas e de microscopia 




CsRV2 e CdPBV1 nos siris, pois eles podem exibir mudanças em seus padrões de 
resposta. 
A descoberta destes novos patógenos virais pode ser desanimadora para a nascente 
indústria do siri-mole no Brasil, pois impõem que medidas de biossegurança sejam 
desenvolvidas e adotadas na atividade. No entanto, reconhecer e compreender a natureza 
de qualquer ameça é o primeiro passo para enfrentá-la adequadamente. A partir de agora 
será necessário o estudo e desenvolvimento de novas abordagens para aumentar a 
sobrevivência dos animais em cultivo. O aumento do conhecimento sobre os métodos de 
mitigação ou de convivência com os novos patógenos de ocorrência natural no litoral 
paranaense, CsRV2 e CdPBV1, provavelmente será a principal forma para que a cadeia 
produtiva de siris-moles atinja um patamar sustentável a longo prazo e se desenvolva em 



















ANEXO 1. Sequência completa do genoma de CsRV2 





















































































































































































































































































































ANEXO 2. Sequência completa do genoma de CdPBV1. 



































































































































>CdPBV1 Segmento S 
TTGTCAAAGCTTGGTGGGCAGACGCAATTGTAGTTGATATTGGTTGTTACCGGTAACCCTGTTTACTACTATTGCGTCTG
CCCACCAAGCTTTGACAATAGAACCATGGCAACTTGTGCAGCAAACCCATTCCAGACAGTCATTGCTAGTCCCAATGAGA
AAAGGACAGAAACATCAGTGATTCATGAACTTGCTCAAAAGAAATGCATCCAAATAGAGAAATTTGAAACTTGCATCAAA
ATTGTAGTCCCTTGCTGTAATTTGAGTCAAACTTTTAGCGGTGGCAATAAGGCATCATTTGCCAGAGCATATCATGAGGC
ATACAATTGGCTCCTTACAGATCACCTTGGCATATTTGATTCAAGTCTAGTCTGGCAATGCCATCAGTGTGTAAGTTGCC
CTTATTGTTATGACATAAAGTCTATAAGACCGAATCATAAGATGATTCTCATTGATGCGGATAATCCAAGTAGTATGACA
AAACTGCAATTATGGGCAACAAGTAGTTACTTCTTTGTGTTAGAATGCAAATTCACATTCAAAGCCAATTACTGCTGCGG
GATTACAACTTATGCCTCTAGTAAGCAACAAGGGACTATGCTTATGGATACATGGAATCAGTTGATGGACACTGATCATC
ATGTTGTTGTTGATGATAAACATTATTTGCTCATAGATACATCAAGTATTGATGATGGATTCTGCCCTGCATGTGCACGC
CGTTATACTGAATAGATGGTGTAGCATACATGGTGGTATTATATAATTAGTATCAGGTCTATACTTAATATTAAGTCCTA
TATATACCCTTAATATTAATTTTAATATTAATTCCAATATATAACTTTAGATTAAGTATATACCTTAATATTAATCCATT
ATATATTACTAATAGACCTGATACTAATTATATAATACCTGATGCTAGATCTCCTTACAGAGAATCAAAGGCACGCTGAG
CTCTAGCACCAATTGCAGAACCACTAGTCAAACGACCCAATACAGCCACTTCAGCAGTAATGAGTGCTTCATTGCCTCTT
ACATAATTCTCAAAGGGTTGTGCATTAACACTTTGGCGTGTGAGAGCATAAAATTTATCAGCAGTGTAACCAAGATCCCT
TTTCTGCAATTTAGCAATGGCAGCTATCTTAGCAGGTGCCAATGAGAAGTTGAATTCCATTCCAGATGTGTAAAGGGTGA
AGAATTCTCTCTTATCTGGGGTGATTCCAACACTGGCAGCAAGTGGGTTGCTATCCGGATACGCAGCATTAATGTAGAGG
TACCTGGCTACACATGCAAAGAATCTCTTATGTGTCATGACTCCTTGATCTGAACGATCATGACGAAGTACAATCCTGAC
ATCATGGTTATTATTGTTCTTTAGTTTCAAGAAGACCGTTTCATTTTTCACACGATCCCTTAAGTTCTTGCTGAGAACAT
AGAGAGGCTTGAGTGCATCAGTTTTAATATTCAAAGCAGAAAATTCTTGGTAGAGTGTGTCAAAGCTGAAGGCTGCCTGC
ACACCTGTGACCTGGAACTCATTTCCTTCCAGGCTTGTGGTAAAATCAGACATCTTCATCCCTAACAGGTTCACCAACAT
GTCTGATTTTACCACAAGCCTGGAAGGAAATGAGTTCCAGGTCACAGGTGTGCAGG 
 
 
